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Resumo

A osteoartrite € uma doenca cronica multifatorial resultante de alteracdes da
homeostase, que condiciona a capacidade funcional do doente. O presente estudo pretende
comprovar a toleréncia, a eficécia, a repetibilidade e a seguranca do protocolo multimodal de
modalidades de reabilitacdo funcional e medicina regenerativa por células estaminais nesta

doenca.

Oito cées (n=8) foram selecionados no periodo entre 14 de setembro de 2020 e 15 de
dezembro de 2021 e com meédia de idades de 9,5 anos e de peso vivo 35,63Kg, com osteoartrite

coxofemoral ou femuro-tibio-patelar e com dor e claudicacao graves.

Todos foram avaliados em consulta de reabilitacdo e regeneracdo, incluindo a
realizacdo do exame de reabilitacdo funcional, avaliacdo de graus de dor e claudicacao, medicao
de amplitude articular e massa muscular. Foram administradas, intra-articularmente, células
estaminais alogénicas da membrana sinovial com aplicacdo de ondas choque e laserterapia
classe IV. A monitorizagéo realizou-se no momento da admisséo, ao fim do 7° e 14° dia da
administracdo das células estaminais, com consultas de seguimento ap6s 30, 90, 180, 270 e 365

dias.

No estudo constatou-se uma melhoria em todos os parametros avaliados, tendo-se
observado que, em F5, n=4 apresentaram dor e claudicacdo ligeiras e n=8 melhoraram a
amplitude articular e massa muscular, obtendo, por isso, qualidade de vida até, pelo menos 365
dias.

A aplicacdo do presente protocolo multimodal sugere reducdo de ambas as escalas,
podendo-se concluir que este mantém a qualidade de vida a longo termo. Contudo, sendo a
amostra reduzida, serdo necessarios mais estudos para avaliar a potencialidade do protocolo

apresentado.

Palavras-chave: Osteoartrite; Cées; Células Estaminais Mesenquimatosas; Dor;

Reabilitacdo.
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Abstract

Osteoarthritis is a chronic multifactorial disease resulting from changes in
homeostasis, leading to the functional disability. The present study intends to prove the
tolerance, the efficacy, the repeatability and the safety of the multimodal protocol of functional

rehabilitation and stem cell regenerative medicine modalities in this disease.

Eight dogs (n=8) were selected in the period between September 14, 2020 and
December 15, 2021 and with mean age of 9.5 years-old and body weight of 35.63 kg, with

coxofemoral or femoro-tibio-patellar osteoarthritis and severe pain and claudication.

All were evaluated in animal rehabilitation and regeneration appointments composed
of functional rehabilitation examination, assessment of degrees of pain and lameness,
measurement of joint amplitude and muscle mass. Allogeneic stem cells from the synovial
membrane were administered intra-articularly with the administration of shock waves and class
IV lasertherapy. Monitoring was completed at admission, after the 7th and 14th day after stem
cell administration, and follow-ups after 30, 90, 180, 270 and 365 days.

In the study there was an improvement in all parameters evaluated, and it was observed
that, in F5, n=4 had mild pain and claudication and n=8 had improved joint amplitude and

muscle mass, thus improving their quality of life up to, at least, 365 days.

The present multimodal protocol suggests a reduction in pain and claudication scales
and it can be concluded that quality of life can be maintained in the long term. However, due
to the reduced number of participants more studies should be completed to further evaluate the

protocol presented.

Keywords: Osteoarthritis; Dogs; Mesenchymal Stem cells; Pain; Rehabilitation
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| - Relatorio Descritivo Do Estagio

O presente relatdrio refere-se ao estagio curricular de Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria realizado no Hospital Veterinario da Arrabida (HVA), no Centro de Reabilitagcdo
Animal da Arrabida (CRAA) e no Centro de Reabilitagdo e Regeneracdo Animal de Lisboa
(CR?AL), entre as datas 14 de setembro de 2020 e 15 de janeiro de 2021, tendo completado um

total de 796 horas em cerca de 4 meses de estagio.

Este estagio permitiu a autora acompanhar de perto as diversas areas da Medicina
Veterinaria de animais de companhia, incluindo as areas de medicina interna (tanto no
internamento, como em consultas externas), medicina preventiva, cirurgia e anestesia, medicina
de urgéncia e a que maior impacto teve: medicina fisica e de reabilitacdo, visto se tratar de um
hospital/centro referéncia desta area especificamente, em que muitos casos sao referenciados e
direcionados para os HVA/CRAA/CR?AL. Além desta, também a medicina de exdticos se pode
incluir, mas tendo em conta que foi apenas acompanhado um sé caso, esta area ndo se destacara

neste relatorio.

Dentro da area de medicina interna, esta subdividiu-se em casos de Oftalmologia,
Cardiologia, Oncologia, Ortopedia, Doencas Infeciosas e Parasitarias, Dermatologia,
Endocrinologia, Neurologia, Gastroenterologia, Ginecologia e Obstetricia, Urologia e
Nefrologia e Toxicologia, sendo todas elas complementadas com auxilio da imagiologia,
nomeadamente ecografia abdominal e/ou torécica, ecocardiografia, eletrocardiografia,

radiografia, endoscopia, ressonancia magnética e tomografia computadorizada.

Durante os quatro meses foi possivel seguir toda a rotina do hospital, tendo podido
participar nas diversas tarefas relativas a cada area, proporcionando por um lado a consolidagédo
de todas as valéncias aprendidas na faculdade e em outros estagios — nomeadamente 0s
extracurriculares —, como também permitiu ganhar maior experiéncia e pratica clinica,

alargando os conhecimentos e matérias da autora.

A Medicina Fisica e de Reabilitacdo foi sem divida a area que mais se destacou, ndo
sO pelo facto de ser uma area relativamente recente e do local de estagio ser dos poucos onde €
realizada com todo o tipo de equipamentos, como também o facto de ser a area de interesse da
autora. Mais especificamente no CRAA e no CR?AL foi permitido o acompanhamento de todo
o0 tipo de procedimentos, desde as modalidades de laserterapia, ultrassonografia, diatermia,

electroestimulacdo, até ao acompanhamento dos animais tanto no tapete rolante terrestre, como
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no aquatico. Além disso, foi ainda possivel registar casos de animais que utilizaram a camara
hiperbarica, assim como outros que beneficiaram da infiltracdo de células estaminais — tendo

este altimo incidido precisamente na base do tema desta dissertagdo de mestrado.

Por forma a facilitar a interpretacdo da casuistica assistida tanto no HVA, como no
CRAA e no CR?AL, os dados dos casos totais que a autora acompanhou, serdo representados
em tabelas e graficos, assim como serdo igualmente apresentadas as frequéncias absoluta e
relativa de cada linha das tabelas. E de salientar que os dados sdo referentes aos casos
observados e ndo ao numero total de animais, uma vez que num mesmo animal podem ocorrer

doencas concomitantes, levando a que ocorra uma repeti¢do dos dados recolhidos.

Na Tabela 1 e no Gréfico 1 estdo distribuidos os casos conforme a espécie animal
acompanhada, sendo que os resultados possiveis se dividem em cdes, gatos e exoticos. Com
base nesta mesma tabela e neste mesmo grafico verificou-se que no periodo no qual o estagio

decorreu, a autora acompanhou mais casos de cédes do que gatos.

Tabela 1: Distribuicdo do nimero total de casos acompanhados tendo em conta a espécie animal.

Espécie Animal Numero Absoluto de Casos NUmero Relativo de Casos (%)
Cées 918 77,60%
Gatos 264 22,32%
Exoticos 1 0,08%
Total de animais 1183 100%

Espécie Animal

H Caes
| Gatos

Exdticos

Gréfico 1: Percentagem de casos acompanhados tendo em conta a espécie animal.
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Na Tabela 2 e no Grafico 2 foram distribuidos os casos conforme a area clinica, dentro

da Medicina Veterinaria: Medicina Interna, Medicina Preventiva, Cirurgia e Anestesia,

Medicina de Urgéncia e Medicina Fisica e de Reabilitacdo, tendo em conta a espécie animal.

Demonstram-se, ainda, as frequéncias absoluta e relativa de cada area.

Tabela 2: Distribuicdo do nimero total de casos acompanhados tendo em conta a area clinica.

Area Clinica Cées Gatos Frequéncia Absoluta | Frequéncia Relativa
(%)
Medicina Interna 492 242 734 44,73%
Medicina 35 14 49 2,99%
Preventiva
Cirurgia e 99 44 143 8,71%
Anestesia
Medicina de 178 107 285 17,37%
Urgéncia
Medicina Fisica e 392 38 430 26,20%
de Reabilitagéo
Total de casos 1196 445 1641 100%

Area Clinica

B Medicina Interna
B Medicina Preventiva
m Cirurgia e Anestesia

Medicina de Urgéncia

B Medicina Fisica e de Reabilitagdo

Grafico 2: Percentagem de casos acompanhados tendo em conta a area clinica.
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Dando maior destaque as areas que maior casuistica possuiram, na Tabela 3 e no

Gréafico 3 encontram-se representadas as subareas de Medicina Interna, tendo em conta o

namero de casos especificos de cada uma dessas subéreas.

Tabela 3: Distribuicdo do nimero de casos de medicina interna acompanhados tendo em conta as suas

subéreas clinicas.

Medicina Interna Cées | Gatos Frequéncia Frequéncia Relativa
Absoluta (%)
Oftalmologia 7 2 9 1,23%
Cardiologia 33 19 52 7,08%
Oncologia 36 19 55 7,49%
Ortopedia 127 33 160 21,80%
Doencas Infecciosas e 39 21 60 8,17%
Parasitarias
Dermatologia 21 13 34 4,63%
Endocrinologia 15 11 26 3,54%
Neurologia 89 35 124 16,90%
Gastroenterologia 69 23 92 12,53%
Ginecologia e Obstetricia 10 5 15 2,04%
Urologia e Nefrologia 14 51 65 8,86%
Toxicologia 16 3 19 2,60%
Estomatologia/Odontologia 2 0 2 0,27%
Pneumologia 14 7 21 2,86%
Total de casos 492 242 734 100%
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Subareas Clinicas da Medicina Interna

B Oftalmologia
M Cardiologia
Oncologia
Ortopedia
B Doengas Infecciosas e Parasitarias
Hm Dermatologia
B Endocrinologia
H Neurologia
W Gastroenterologia
M Ginecologia e Obstetricia
H Urologia e Nefrologia
H Toxicologia
B Estomatologia/Odontologia
Pneumologia

Gréfico 3: Percentagem de casos de medicina interna acompanhados tendo em conta as suas subareas
clinicas.

Tendo em conta a Tabela 3 e o Grafico 3, facilmente se chega a conclusdo de que as
subéareas de Ortopedia e Neurologia sdo as que maior impacto tiveram no decorrer do estagio
da autora, pela mesma razdo apresentada em cima. Pelo contrario, a subarea de
Estomatologia/Odontologia e Oftalmologia foram as que menos representaram o numero de

casos do estagio.

Na Tabela 4 encontram-se os dados relativos as subdivisdes realizadas na area da

Cirurgia, que tanto podem ser casos de Tecidos Moles, como de Ortopedia.

Tabela 4: Distribuicdo do nimero de casos de cirurgia e anestesia acompanhados tendo em conta as
suas subareas clinicas.

Cirurgia e Anestesia | Cées Gatos Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%)
Cirurgia de Tecidos 97 44 141 98,60%
Moles
Cirurgia Ortopédica 2 0 2 1,40%
Total de casos 99 44 143 100%
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Tendo em conta a Tabela 4, o tipo de cirurgias que a autora mais acompanhou foram
as de tecidos moles, provavelmente por abranger um maior nimero de tecidos e pelo facto das
ortopédicas serem menos econdmicas para os tutores, para além de serem realizadas por
médicos veterinarios ambulatérios, e ndo pelos que se encontram na equipa do HVA. Outra
razdo pode passar pelo facto das de tecidos moles incluirem as ovariohisterectomias e
orquiectomias, que nao deixam de ser das cirurgias mais frequentes e das mais realizadas como

forma preventiva em todos os hospitais/clinicas.

Na Tabela 5 encontram-se os dados relativos a area de Medicina Fisica e de
Reabilitacdo, que tanto incluem casos do foro Neuroldgico, como a nivel Ortopédico ou

Mdsculo-esquelético.

Tabela 5: Distribuicdo do nimero de casos de medicina fisica e de reabilitagdo acompanhados tendo
em conta as suas subareas clinicas.

Medicina Fisicae de | Cdes | Gatos | Frequéncia Absoluta | Frequéncia Relativa (%)
Reabilitacdo
Neuroldgico 189 25 214 49,77%
Ortopédico/Musculo- | 203 13 216 50,23%
Esquelético
Total de casos 392 38 430 100%

Tendo em conta a Tabela 5, dentro da area da Medicina Fisica e de Reabilitacdo, o
namero de casos tanto de Neurologia como de Ortopedia/Musculo-esquelético tornaram-se
equivalentes, representando, cada um deles, cerca de 50% dos casos desta area, uma vez que

ambas as subareas sdo alvo de referéncia.
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Il — Revisao Bibliografica

1. Introducdo

1.1. Caracterizacdo E Fisiopatologia Da Osteoartrite

A osteoartrite (OA), ou doenca articular degenerativa (Frye, Shmalberg, & Wakshlag,
2016) caracteriza-se por: ser uma condicdo progressiva com apresentacdo em qualquer idade
(Freitag et al., 2016); destruicdo e perda da cartilagem articular (Johnson et al., 2012; Falster et
al., 2019); alteracdes no osso subcondral (Vilar et al., 2014), que apresenta esclerose (Ruiz,
Cosenza, Maumus, Jorgensen, & Noél, 2015); alteracdes na membrana sinovial (Vilar et al.,
2014), onde se encontra inflamacéo (Ruiz et al., 2015); alteracdes dos ligamentos (Vilar et al.,
2014) e alteragBes da capsula articular, tendbes e tecido nervoso (Kilchling, & Meyer-
Lindenberg, 2018; Falster et al., 2019) (Figura 1).

Articulacdo saudavel Artlculagao com

I
'
f .~ »' osteoartrite
AR 7 ’ \
In » » L l\
‘v' . ‘. e N - " »e ‘,\
'n" . . . L '.\
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Figura 1: Representacdo esquematica da doenga articular degenerativa (Adaptado de Maumus, Pers,
Ruiz, Jorgensen, & Noél, 2018).

A degeneracdo continua, associada & fraca capacidade regenerativa, leva ao
desenvolvimento da doenca (Musumeci et al. 2015; Kalamegam, Memic, Budd, Abbas, &

Mobasheri, 2018).

Enquanto certos estudos, mesmo em medicina humana, referem que a OA é uma
doenca articular degenerativa e inflamatéria (Maryam, Jianing, & Wilson, 2019), outros
direcionados para a medicina veterinaria, classificam-na como uma artropatia ndo inflamatdria
para a distinguir de artropatias autoimunes ou infeciosas (Frye et al., 2016).
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Segundo Johnston, 1997, a OA em cées €&, de longe, a forma mais comum de artrite,
afetando cerca de 20% da populacao canina (Guercio et al., 2012). Esta é uma doenca que pode
ocorrer em todas as racas de cédes, embora as grandes sejam afetadas com maior frequéncia
(King, 2017; Zeira et al., 2018). Afeta principalmente as articulagdes coxofemoral e femuro-
tibio-patelar (Ruiz et al., 2015; Diederichs, & Richter, 2017), representando uma das principais

causas de incapacidade locomotora e dor crénica (Freitag et al., 2016; Kalamegam et al., 2018).

A patogénese da OA resulta da interagdo complexa entre o ambiente, o stress
mecanico, o episddio de trauma e a genética, resultando na alteracdo da homeostase (Luyten,
2004; Vinatier & Guicheux, 2016) do tecido cartilaginoso, com desequilibrio progressivo entre
a sua producdo e degradacao (Frye et al., 2016). Produtos catabolicos e moléculas associadas a
lesdo acumulam-se na cartilagem, fortalecendo a inflamacgdo, aumentando assim o stress
oxidativo (Vinatier & Guicheux, 2016).

A articulacdo osteoartritica é caracterizada por uma perda das propriedades
viscoelasticas inerentes, apesar das tentativas dos condrécitos de reparacdo local, e por
alteracdes no 0sso subcondral, incluindo aumento da formacdo e renovacdo 6ssea (Sharma,
Jagga, Lee, & Nam, 2013; Frye et al., 2016).

A cartilagem articular é um tecido conjuntivo ndo vascularizado e pouco celularizado
que frequentemente é danificado como resultado de trauma e doencas articulares degenerativas,
tendo baixa capacidade de reparacdo espontanea (Vinatier & Guicheux, 2016; Diederichs, &
Richter, 2017). Na OA, a degeneracéo da cartilagem resulta na formagéo de tecido semelhante
a fibrocartilagem e, para compensar essa transformacgdo, os condrocitos aceleram a sua
diferenciacdo, formando um tecido hipertréfico, ou oste6fito (Maumus, Pers, Ruiz, Jorgensen,
& Noél, 2018).

A nivel celular (Mobasheri et al. 2017), as alteracdes patoldgicas dentro da articulacéo
afetam os condrocitos, que sdo as células responsaveis pela sintese e reparagdo da matriz
extracelular cartilaginosa (ECM) (Goldring, 2006; Ruiz et al., 2015). A sua inflamacdo é
ativada por células como macréfagos da membrana sinovial e do 0sso subcondral (Maumus et
al., 2018) e a sua incapacidade de tolerar tenséo exercida impede a manutencdo da homeostase
e, portanto, a formacdo dessa matriz (Fotouhi, Maleki, Dolati, Aghebati-Maleki, & Aghebati-
Maleki, 2018).
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A ativacao dos condrdcitos resulta na secrecédo de citocinas, como interleucina -1 (IL-
1) e interleucina-6 (I1L-6), mediadores lipidicos incluindo prostaglandina E2 (PGE?2) e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio como o 6xido nitrico (Maumus et al., 2018). Estas alteracdes
resultam na diminui¢do da viabilidade dos condrdcitos e induzem um desequilibrio entre a
atividade anabdlica e catabolica (inflamatdria) (Park et al., 2019) a favor da sintese de varios
marcadores do processo degradativo da matriz (Sutton et al., 2009; Frye et al., 2016) e da
cartilagem (Burrage, 2006; Ruiz et al., 2015; Fotouhi et al., 2018).

A lesdo da cartilagem e os processos catabélicos associados sdo irreversiveis e levam
ao desenvolvimento de OA a longo prazo (Vinatier & Guicheux, 2016), podendo causar atrito
entre 0s 0ssos e causar dor e imobilidade nos animais (Mehranfar, Abdi, Mostafav, &
Akbarzadeh, 2019).

Os estudos da biologia da cartilagem forneceram conhecimento sobre a apoptose dos
condrdcitos como um elemento-chave na degeneracgdo da cartilagem na OA (Hashimoto, Ochs,
Komiya, & Lotz, 1998). Estudos indicam que a doenga ja ndo € considerada um acontecimento
natural de desgaste do corpo, mas sim um disturbio provocado por inflamacéo crénica de baixo
grau (Robinson, 2016; Park et al., 2019), associada a ativacdo do metabolismo dos condrocitos
(Maumus et al., 2018). A inflamag&o sistémica de baixo grau, como um dos fatores de risco da
OA, é criada quando a massa muscular diminuiu e a massa gorda do corpo aumenta. Esta
condicdo metabdlica, como observada na obesidade, pode alterar a carga mecanica (Mehranfar
etal., 2019).

Um dos fatores que mais impacto tem no desenvolvimento da OA, tanto em medicina
humana, como na veterinaria, é a idade (Fotouhi et al., 2018), quer pela diminui¢cdo do nimero
de condrocitos, quer pelas mudangas estruturais nas componentes da ECM, incluindo o
colagenio tipo Il e os proteoglicanos, levando a uma provavel alteracdo nas propriedades
biomecénicas dessa matriz (Freitag et al., 2016).

1.2. Etiologia Da Osteoartrite
A OA é uma doenca cronica multifatorial (Vilar et al., 2014; Fotouhi et al., 2018) e,
embora a idade seja o principal fator de risco para o seu desenvolvimento, a doen¢a pode nao

ser simplesmente o resultado do uso da articulagdo ao longo da vida (Intema et al., 2008).

A condicao é normalmente dividida em primaria e secundaria. A primaria foi descrita

como resultado de tensBes de cargas repetitivas, envelhecimento e predisposicdo genética. As
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causas secundarias incluem doenca ortopédica do desenvolvimento, lesdo traumatica, carga
articular anormal como no caso de deformidade de membro ou luxacdo patelar medial, rutura
do ligamento cruzado cranial (CCL), deformidades anatomicas na articulagdo (Sandell, 2012),
obesidade ou infecdo (Wojdasiewicz et al., 2014; Frye et al., 2016; Fotouhi et al., 2018).

No cdo, alem do acima mencionado, outros fatores de risco incluem questbes
individuais como sexo, raca e regime alimentar (Plotnikoff et al., 2015; Maumus et al., 2018).
Por outro lado, destacam-se fatores relacionados com a articulagcdo como atividade fisica, estilo
de vida e forca muscular (Chaganti & Lane, 2011; Plotnikoff et al., 2015; Fotouhi et al., 2018),
sendo as articulacBes de suporte de peso e as que sofrem stress repetitivo e desgaste excessivo

as mais propensas ao seu desenvolvimento (Kalamegam et al., 2018).

1.3. Sinais Clinicos E Diagnostico Da Osteoartrite

A OA causa sinais clinicos em mais de 20% dos cdes com mais de um ano de idade e
em 80% dos geriatricos (Tellegen et al., 2019). Clinicamente, muitos deles apresentam sintomas
sugestivos de inflamacdo articular, como rigidez (Frost-Christensen et al., 2008), crepitagéo e
aumento da temperatura local, assim como edema articular (Intema et al., 2008; Park et al.,
2019). Estudos indicam que a dor é o principal problema da OA, além de também ser comum
o animal apresentar claudicacdo (Renberg 2005). Embora menos comum, o animal também
pode apresentar bloqueio articular, prostracdo, desconforto, distirbios do sono e ansiedade
(Cuervo et al., 2014; Nganvongpanit, Buddhachat, & Brown, 2015). E uma doenca que leva a
incapacidade funcional (Frost-Christensen et al., 2008), podendo causar uma diminuicdo da

qualidade de vida e aumento da mortalidade (Felson, 2000; Fotouhi et al., 2018).

Embora a OA se desenvolva ao longo de varios anos, a auséncia de inervacao dentro
da cartilagem esta associada ao inicio tardio dos sinais clinicos que normalmente sdo
inespecificos (Intema et al., 2008), o que associado a auséncia de alteraces laboratoriais
precisas (Mehranfar et al., 2019), faz com que o diagndstico ndo possa ser realizado até que
caracteristicas degenerativas avancadas causem alteracBes radiogréficas, levando a um
diagnostico tardio e, consequentemente, um tratamento tardio (Intema et al., 2008; Ruiz et al.,
2015).

Antes de envergar para a realizagdo de exames complementares de diagndstico, é
importante fazer um exame fisico direcionado a(s) articulagdo(des) e a todo(s) o(s) membro(s)
em causa. Nesse exame serd de incluir a observacdo de edema, crepitacdo e temperatura

aumentada da articulacéo; a palpacdo dos musculos, procurando auséncia ou presenca de atrofia
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muscular; assim como observacao de assimetria contralateral e do tonus muscular (Egger, Love,
& Doherty, 2014).

Apesar das caracteristicas radiograficas da OA serem inespecificas, as radiografias
basicas continuem a ser 0 padrdo ouro para o diagnostico, avaliacdo e monitorizacdo da doenca
articular. As alteracGes radiograficas na OA grave incluem evidéncias de sinais compativeis
com derrame articular, osteofitose e entesofitose, mineralizacdo intra-articular, esclerose e
remodelacdo anormal do osso subcondral (Blum et al. 2015), formag&o de quisto subcondral e
estreitamento do espaco articular (Fotouhi et al., 2018). Para quantificar as alteracdes
observadas nas radiografias, sistemas de classificacdo foram desenvolvidos para osteoartrite

grave em cdes (Anexo 1, Figura 25) (Fotouhi et al., 2018).

Segundo Kealy et al., 2000, especificamente para as articulacdes femuro-tibio-patelar,
com o auxilio da radiografia latero-lateral, o grau de OA foi avaliado subjetivamente com base
na gravidade da osteofitose na patela, troclea femoral, plateau tibial e ossos sesamoides do
musculo gastrocnémio; presenca ou auséncia de uma almofada de gordura infrapatelar normal
ou anormal e presenca ou auséncia de deslocamento dos 0ssos sesamaides lateral e medial do
musculo gastrocnémio e do musculo popliteo. Dentro de cada articulacdo, cada categoria de
OA foi subjetivamente pontuada nas radiografias da seguinte forma: livre de doenga - 0; OA
leve - 1; OA moderado - 2; e OA grave - 3. PontuacGes crescentes em cada categoria
representaram aumentos progressivos na formacdo de osteodfitos, esclerose subcondral e
remodelacdo articular (Kealy et al., 2000). No entanto, o sistema mais comum para medir a
gravidade da OA radiogréafica € o grau de Kellgren e Lawrence (K&L), que usa uma escala de
cinco pontos entre 0 e 4, com graus iguais ou superiores a 2 indicando OA radiografica, como

indicado no Anexo 1, Tabela 12.

Enquanto isso, a imagem por ressonancia magnética (MRI) e a tomografia
computadorizada com multiplos detetores (MDCT) séo utilizadas em caso de incerteza
diagndstica e tornaram-se necessarias para a classificagdo da doenca (Altman & Gold, 2007;
Raynauld et al., 2011).

A reabilitacdo fisica pode influenciar o retorno do movimento articular, portanto, a sua
medicao torna-se imprescindivel (Millis & Levine, 2014). A estabilidade de uma articulacdo
deve ser determinada por meio da medi¢do da amplitude de movimento articular (ROM do
inglés ‘Range of Motion’) — através de um gonidmetro manual — e serd importante incluir a

observacao de dor a extensdo e a flexdo da articulacdo (Egger et al., 2014). A forma para
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realizacdo adequada desta avaliacdo sera discriminada adiante, no capitulo de materiais e

métodos.

Este trabalho cinge-se as articulagbes femuro-tibio-patelar (joelho) e coxofemoral
(anca), cujos valores considerados normais de flexdo e extensao se encontram mencionados na
Tabela 6.

Tabela 6: Valores de amplitude de movimento articular normais das articulagbes coxofemoral e
femuro-tibio-patelar (Adaptado de Millis & Levine, 2014).

Articulagéo Movimento Articular Amplitude do Movimento

Articular normal (Cées)

em graus
Flexdo 55
Coxofemoral _
Extensao 160-165
Flexdo 45
Femuro-tibio-patelar _
Extenséo 160-170

Outra medicdo importante na avaliacdo da evolucdo da OA é a da massa muscular,
sendo o grau de atrofia muscular também uma indicacdo razoavel da capacidade de apoio. A
forma para realizacdo adequada desta avaliacdo sera também discriminada adiante, no capitulo

de materiais e métodos.

1.4. Fendomeno Da Dor
A dor ¢ definida como experiéncia sensorial e emocional desagradavel desencadeada
por estimulos intensos ou prejudiciais (Klaumann, Wouk, & Sillas, 2008; Gaynor & Muir,
2015). Para isso, a resposta a dor envolve duas componentes: a sensorial (nocice¢éo) e a afetiva,

que é a percecdo da dor (Epstein et al., 2015).

O componente fisiologico da dor é chamado nocice¢do (Klaumann et al., 2008) e
desempenha um papel adaptativo integral como parte da defesa normal do corpo, alertando para
a existéncia de estimulos prejudiciais (Lamont, Tranquilli, & Grimm, 2000; Sneddon, Elwood,
Adamo, & Leach, 2014).

A geragdo de dor em resposta a lesdo do tecido envolve o0s processos de projecéo,
transducéo, transmissdo, modulagdo e percecdo de sinais neurais gerados em resposta a um

estimulo nocivo externo (Lamont et al., 2000; Klaumann et al., 2008; Moore, 2016) (Figura 2).

26



Maria Inés Felizardo Roque do Vale | Terapéutica de Células Estaminais na Osteoartrite Grave em Cées

A projecdo conta com a atividade do segundo neurdénio da medula espinhal enviando a
informacdo para o talamo, através do eixo espinotalamico. A transdugdo envolve a conversao
de um estimulo nocivo em um sinal nocicetivo ao nivel do nociceptor (Moore, 2016),
envolvendo o neurdnio primario; a transmissdo representa a propagacéo dos sinais nocicetivos
ao longo das fibras nervosas do local da les@o original para o sistema nervoso central (SNC),
através de fibras C e fibras Ad (Hernandez-Avalos et al., 2019); a modulacdo é o mecanismo
pelo qual os sinais nocicetivos sdo alterados no SNC; e finalmente, a percecdo consiste no
processamento da informacdo (Hernandez-Avalos et al., 2019), envolvendo a integracdo de
respostas cognitivas e emocionais ao estimulo nocivo (Gaynor & Muir, 2015; Goldberg &
Shaffran, 2015; Moore, 2016; Bell, 2018), contando com o terceiro neuronio para a informacao

passar o tdlamo e chegar até ao cortex somatosensorial.

Percecdo

Reconhecimento da dor como uma

experiéncia consciente no cérebro

Projegéo @ < ‘
T issdo da infc 30 ao tal tral
1ansmissao da inNTormacao ao talamo cen ‘ Modulaqﬁo
¢
/

Amplificagio ou supressdo de impulsos

sensoriais através de neurénios no como

Transmissdo
\ dorsal da medula espinhal
Medula espinhal e seus %
recetores periféricos ‘ Transducio )

Nocicetores

Figura 2: Diagrama da via da dor (adaptado de Hernandez-Avalos et al., 2019).

Os neurodnios de primeira ordem séo os aferentes primarios, sendo 0s responsaveis
pelas detecéo e codificacdo da modalidade e intensidade do estimulo (Gaynor & Muir, 2015).
Estes séo classificados em trés grandes grupos: fibras Ap que séo fibras de grande didmetro
(maior que 10 micrometros (um)), mielinizadas e de conducdo rapida, responsaveis por
sensacgdes indcuas (Klaumann et al., 2008). Geralmente respondem a estimulos mecéanicos
(tateis, fisicos) de baixa intensidade (toque, pressdo) e mostram adaptacdo rapida (Gaynor &
Muir, 2015). Outro grupo séo as fibras Ad, sendo estas de diametro intermediario (2 a 6 pm),
mielinizadas e de velocidade de conducdo intermédia, modulando a primeira fase da dor,
durando apenas ao longo da ativacéo do estimulo doloroso (Lamont et al., 2000; Klaumann et

al., 2008). S&o sensiveis a estimulos mecanicos intensos (mecanorrecetores de alto limiar)
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(Klaumann et al., 2008). Por ultimo, as fibras C, que séo de pequeno didametro (0,4 a 1,2 um),
ndo mielinizadas e de velocidade de conducdo lenta, responsaveis por uma segunda fase de dor
— mais difusa e persistente (Klaumann et al., 2008), que se estende além do término de um
estimulo doloroso agudo (Lamont et al., 2000). Formam, na periferia, recetores de alto limiar

para estimulos térmicos e/ou mecanicos (Klaumann et al., 2008).

1.4.1. Tipos de Dor

A dor fisioldgica é aquela que induz as respostas protetoras, como o reflexo de retirada
(ou reacdo de fuga), com intuito de interromper a exposicao ao estimulo nocivo (Klaumann et
al., 2008). A dor inflamatoria ocorre em resposta a lesdo do tecido e a resposta inflamatoria
subsequente (Costigan, Scholz, & Woolf, 2009).

A dor também pode ser definida segundo a determinagdo temporal em dor aguda ou
cronica. A dor aguda tipicamente surge do trauma de tecidos moles ou inflamacdo e esta
relacionada com um processo adaptativo bioldgico para facilitar a reparacdo do tecido e a
cicatrizacdo (Lamont et al., 2000; Klaumann et al., 2008), desaparecendo assim que o tecido
danificado € tratado (Landa, 2012). A dor croénica persiste além do periodo esperado de uma
doenca ou leséo (Klaumann et al., 2008; Landa, 2012) e tem sido arbitrariamente definida como
aquela que é superior a 3 a 6 meses (Goldberg & Shaffran, 2015).

A dor cronica pode ser subdividida segundo a sua origem em nocicetiva e neuropatica
(Klaumann et al., 2008). A dor nociceptiva € um alarme mediado por fibras C e fibras Ad que
se alimentam das vias nocicetivas do SNC (Woolf & Ma 2007) e ocorre quando 0s recetores
neurais periféricos sdo ativados por estimulos nocivos (Epstein et al., 2015). No caso da OA,
esta gere estimulos nocivos recorrentes ou continuos para produzir dor nocicetiva crénica
(Costigan et al., 2009). A dor neuropatica origina-se devido a lesGes de nervos periféricos ou
do SNC (Lamont et al., 2000) e surge como um distlrbio do processamento da atividade
nocicetiva ou como resultado de uma atividade anormal nas vias nocicetivas (Lamont et al.
2000).

Embora, tradicionalmente, a dor tenha sido categorizada como aguda ou crénica com
base na duracdo, uma abordagem mais contemporanea considera a dor como adaptativa ou
desadaptativa (Woolf, 2004). A dor adaptativa € uma resposta normal a lesdes nos tecidos,
sendo que este tipo de dor inclui dor inflamatéria que resulta gradualmente da ativacdo do
sistema imunologico em resposta a lesdo ou infecdo (Hellyer et al., 2007; Epstein et al., 2015).
A perda de nocicecéo leva a lesdes repetidas e auto-mutilacao inadvertida, ilustrando a fungéo

altamente adaptativa da dor nociceptiva (Costigan et al., 2009). Se a dor adaptativa ndo for
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gerenciada de forma adequada, mudancas fisicas ocorrem na medula espinhal e no cérebro,
levando a uma dor mal-adaptativa, como o caso da dor neuropética (Hellyer et al., 2007), no

sentido em que a dor ndo protege nem apoia a cura e a reparacgao (Costigan et al., 2009).

1.4.2. Avaliagdo clinica da dor
A dor é uma sensacgdo subjetiva e, portanto, deve ser avaliada pelo individuo afetado.
Infelizmente, os cdes ndo podem fornecer diretamente essas informacdes e, portanto, outros
métodos devem ser utilizados, embora atualmente néo exista um padréo especifico para medir

a dor cronica em cées (Hielm-Bjorkman et al., 2003).

A nivel comportamental deve estar-se atento a alteracGes como o nivel da atividade
(Epstein et al., 2015), o grau de claudicacdo, a presenca de vocalizacdo e a reacao a manipulacdo
(Egger et al., 2014; Vilar et al., 2016). Vérios tipos de escalas baseadas em sinais
comportamentais (Vilar et al., 2016) tém sido usadas para avaliar a dor em cées (escalas

apresentadas no Anexo 2).

O grau de claudicacdo pode ser avaliado subjetivamente usando um sistema de
pontuacdo, permitindo a sua comparacdo ao longo do tempo (Millis & Levine, 2014) (Anexo
3, Figuras 32 e 33).

Além do descrito, existem varias escalas que tornam mais precisa a identificacdo e
avaliacdo da evolucdo da dor. De entre essas escalas, pode dividir-se em escalas
subjetivas/unidimensionais e escalas objetivas/multidimensionais. As primeiras incluem:
Escala Descritiva Simples (SDS); Escala de Classificagdo Numérica (NRS) e Escala Visual
Analdgica (VAS) (Anexo 2, Figura 26). As escalas objetivas incluem escalas de dor aguda e
cronica. Nas agudas destacam-se: Escala de Dor da Universidade de Melbourne (Anexo 2,
Figura 27); Escala Composta de Medicéo da Dor de Glasgow (Anexo 2, Figura 28) e Escala de
Dor da Universidade de Colorado (Anexo 2, Figura 29). Ja nas escalas direcionadas para a dor
cronica destacam-se: Escala de Dor da Universidade de Colorado (Anexo 2, Figura 30); indice
de Dor em Cées (Anexo 2, Figura 31); indice de Dor Crénica Helsinki; indice de Incapacidade

Ortopédica de Cincinnati e Instrumento de Osteoartrite em Cées de Liverpool.

No Anexo 4 encontram-se as diversas escalas existentes na tentativa de classificagdo

da dor, incluidas em tabelas comparativas entre as diversas escalas (Tabelas 13, 14 e 15).
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1.5. Tratamento Da Osteoartrite

A restauracdo da cartilagem articular em doentes com OA ainda é um desafio (Vilar
et al., 2014), sendo por isso imperativo desenvolver abordagens terapéuticas que possam
regenerar os tecidos hialinos integrados para uma melhor reabilitagéo articular (Hunziker 1999;
Gugjoo et al. 2016; Juneau et al. 2016). As abordagens terapéuticas atuais na medicina
veterinaria sdo limitadas (Intema et al., 2008) e visam prevenir ou, pelo menos, retardar as
mudancas estruturais e funcionais da OA, tendo como objetivos a redugdo dos sinais clinicos
(Cuervo et al., 2014; Freitag et al., 2016), a manutencdo das capacidades funcionais, como a
flexibilidade articular (Lee, Kim, Kim, Kim, & Jin, 2019), e a melhoria da qualidade de vida
(Mehranfar et al., 2019), atrasando a progressdo da doenca (Lee et al., 2019), em vez de

procurar cura-la (Intema et al., 2008).

Tendo em conta o descrito anteriormente acerca da OA, tanto na medicina humana,
como na medicina veterinaria, os doentes beneficiam de um tratamento multimodal (Gibbs,
Diamond, Sekyere, & Thomas, 2015; Fotouhi et al., 2018). Os métodos mais comuns para
controlar os sinais clinicos relacionados & OA incluem maneio ndo farmacoldgico, maneio
farmacolégico — convencional e biolégico — e, caso necessario, abordagem cirargica
(Kalamegam et al., 2018; Lee et al., 2019).

1.5.1. Maneio N&o Farmacolégico
Neste tipo de maneio inclui-se suplementacao nutricional, controlo de peso (Messier
et al., 2004; Fotouhi et al., 2018; Lee et al., 2019) e fisioterapia. Nesta Gltima destacam-se
exercicios moderados (Kalamegam et al., 2018), como atividades de fortalecimento, aerdbicas
e de flexibilidade muscular e articular no tapete rolante terrestre/aquatico (Murphy, Eyles, &
Hunter, 2016), massagens terapéuticas (Christensen et al. 2005; Ernst e Posadzki 2011),
laserterapia classe IV e ondas-choque, sendo estas duas ultimas desenvolvidas adiante, uma vez

terem sido um complemento da terapéutica dos casos de OA estudados na presente dissertacéo.

1.5.2. Maneio Farmacologico

1.5.2.1. Maneio Farmacoldgico Convencional

No maneio farmacoldgico convencional, os agentes comumente prescritos no
tratamento da OA incluem anti-inflamatorios néo esteroides (AINEs) (Fenge et al., 2018; Lee
et al., 2019), opioides analgeésicos e acido hialuronico (Kalamegam et al., 2018).

Os AINEs séo usados em casos leves a moderados de OA e parecem ser eficazes, pois

além dos efeitos anti-inflamatérios, possuem propriedades analgésicas. No entanto, o
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tratamento prolongado com AINEs pode causar gastrite e hemorragia gastrointestinal
(Kalamegam et al., 2018), comprometimento renal (Lee et al., 2019), afecdo da atividade
plaquetéria (Lee et al., 2019) e, em certos casos, insuficiéncia hepatica aguda. Na OA grave, 0
cao pode-se tornar refratario aos AINEs (Sullivan, Gordon-Evans, Knap, & Evans, 2013).

Relativamente aos opioides analgésicos, um dos exemplos utilizados é o tramadol que
é um opioide ndo narcotico fraco, que pode ser considerado para o alivio da dor (Murphy et al.,
2016), sendo estes agentes usados na OA moderada a grave. No entanto, inicialmente estudado
em humanos, os efeitos colaterais associados, como nauseas, vomitos e sonoléncia limitam o

seu uso (DeLemos et al. 2011).

Como alternativa, em casos mais graves sera possivel recorrer a injecdes intra-
articulares de acido hialuronico (HA) (Lee et al., 2019). Este farmaco é um glicosaminoglicano
natural (Mehranfar et al., 2019) que tem ganhado popularidade em varios paises como o
tratamento sintomatico de primeira linha em certos casos de OA moderada a grave, no entanto,
tém aceitacdo e eficacia varidveis. Outros estudos referem a sua utilizagcdo em casos de OA leve
a moderada (Freitag et al., 2016). Esta abordagem de tratamento € baseada nas propriedades
analgeésica, anti-inflamatoria (Murphy et al., 2016; Lee et al., 2019) e antinocicetiva do HA,
aumentando as propriedades lubrificantes semelhantes as do liquido sinovial nas articulacfes
(Lee et al., 2019). Além disso, pode induzir diretamente a sintese de HA enddgeno (Lee et al.,
2019), que é encontrado no fluido da regido sinovial, desempenhando um papel na sustentacao

da hidratacdo tecidual e homeostase de proteinas.

1.5.2.2. Maneio Farmacoldgico Bioldgico
A falta de beneficio sustentado com agentes farmacolégicos convencionais levou ao
desenvolvimento de agentes bioldgicos que podem limitar a progressdo da doenga de OA a
nivel molecular, encontrando-se amplamente conhecidos para estimular condrogénese, inibir a
apoptose, inibir a degradacdo da matriz e reduzir a inflamacao, sendo o plasma rico em

plaquetas (PRP) e as células estaminais uns dos que tém sido mais comumente investigados.

Investigagbes recentes na medicina veterinaria tém mostrado que os fatores de
crescimento contidos no PRP atuam como veiculos que podem atuar como potencializadores
ou mesmo estender o efeito de outras terapias regenerativas, o que pode ser explicado pelo seu
efeito anti-inflamatério (Maldonado & Nam, 2013; Vilar et al., 2014).
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Mais recentemente, sobretudo em medicina humana, tém surgido estudos que revelam
0 beneficio da utilizacdo de células estaminais em casos de OA (Freitag et al., 2016). Uma vez

que este é o tema principal da dissertagdo, 0 mesmo tera um maior destaque em capitulo préprio.

1.5.3. Abordagem Cirlrgica
Principalmente na medicina humana, quando o tratamento com métodos
farmacologicos e ndo farmacoldgicos se torna insuficiente, a intervencao cirargica € indicada
na OA grave com perda de cartilagem de espessura total para promover a reparacdo da
cartilagem por implantacéo de estruturas articulares artificiais (artroplastia) (Kalamegam et al.,
2018) ou substituicdo total da articulacdo (TJR). Essas cirurgias de realinhamento ou de
substituicdo articular sdo comuns em doentes com OA em estadio terminal e sdo as mais

comumente utilizadas (Kalamegam et al., 2018).

Embora intervencdes cirurgicas, como artroplastia total do joelho, possam superar
parcialmente a dor e a deformidade em doentes com OA em estadio final, isso também pode
causar complicagfes adicionais (Freitag et al., 2016), como aumento do risco de infegéo,
formacdo de trombo (Ruiz et al., 2015) e cirurgia secundaria, particularmente em animais
geriatricos (Wang et al., 2017). Outro tipo de limitacdo € o facto de ser apenas possivel realizar
esta terapia em lesdes focais e podem ndo ser adequadas no campo da OA, onde o volume de

perda de cartilagem é mais generalizado (Mehranfar et al., 2019).

A adequacdo das diferentes técnicas é determinada conforme a localizacdo e o estadio

da OA, comorbilidades e desconforto do animal.

1.6. Modalidades Da Reabilitacdo Funcional Com Papel Na Medicina Regenerativa
1.6.1. Laserterapia Classe IV
A laserterapia é outra modalidade terapéutica que tem sido envolvida no tratamento da

OA e que, muitas vezes em conjunto com outras terapias, procura controlar a dor. Associada a
terapia regenerativa, segundo Pryor & Millis, 2015, foi apenas ha menos de 10 anos que 0 uso
desta modalidade se tornou mais difundido. Na ultima década, tanto a terapia a laser de baixo
nivel como a terapia a laser de alto nivel tém sido utilizadas para tratar a dor associada a OA
humana sem efeitos adversos (Huang et al., 2015; Youssef, Muaidi, & Shanb, 2016; Barale,
Monticelli, Raviola, & Adami, 2020).

O termo laser é um acronimo para ‘Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation” (Millis, Francis, & Adamson, 2005; Eslamian, Shakouri, Ghojazadeh, Nobari, &
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Eftekharsadat, 2011), sendo esta uma forma de radiacdo eletromagnética que utiliza fontes de

laser (Formenton et al., 2017).

Os primeiros lasers utilizados para fins de reabilitagéo designada terapia laser de baixo
nivel eram lasers de baixa poténcia (lasers frios) — 500 mW ou menos (Baxter & McDonough,
2007). Pelo contréario, os lasers cirurgicos sao de alta poténcia e com capacidade de destruicéo
celular e tecidular, termicamente. Recentemente, um outro tipo de laser, com maior poténcia do
que os de baixo nivel, mas de menor poténcia do que os cirargicos, e referido como laser
terapéutico, passou a ser utilizado na reabilitacdo (Haslerud, Magnussen, Joensen, Lopes-
Martins, & Bjordal, 2014).

A terapia a laser de alto nivel foi introduzida apenas em 2011 e uma revisdo sistematica
recente que incluiu os primeiros 6 estudos realizados em pessoas descobriu que esta era eficaz

na redugdo da dor e na melhoria funcional em casos de OA de joelho em humanos (Wyszynska

& Bal-Bochenska, 2018).

Vérias classes de laser sdo usadas como terapia, consoante o seu potencial pode causar
lesGes a pele e olhos do operador, sendo as classes 3B e 4 as mais comumente utilizadas em
reabilitacdo (Haslerud et al., 2014). Para além disso, os lasers podem ainda ser classificados
como laser de forma continua ou pulsada. Na forma continua, os fotdes sdo emitidos a uma
poténcia constante ao longo do tempo de tratamento, enquanto que na forma pulsada, a emissao

de fotdes é descontinua, com taxas variaveis de repeticdo e duracao dos pulsos (Sousa, 2017).

Estudos indicam que comprimentos de onda mais altos (780-950 nanémetros (nm))
sdo melhores para tecidos mais profundos, enquanto comprimentos de onda de 600—-700nm s&o
os melhores para o tratamento de tecidos superficiais (Chung et al., 2012; Looney, Huntingford,
Blaeser, & Mann, 2018).

Apesar do descrito e das variagdes da laserterapia em cima mencionadas, ha que ter
em consideracdo que, em ambiente clinico, muitos fatores como pelagem, cor do pelo e da pele,
assim como a profundidade do local a ser tratado podem reduzir a energia do laser fornecida

aos tecidos-alvo (Barger, Bisges, Fox, & Torres, 2020).

As células estaminais e as células progenitoras parecem ser particularmente suscetiveis
a laserterapia (Looney et al., 2018) e isso € algo que se traduz em uma variedade de efeitos da
irradiacdo a laser, tendo sido relatadas alterac6es da condugdo nervosa, circulagdo sanguinea e
estimulagdo da angiogénese (Formenton et al., 2017). E ainda de acrescentar que a laserterapia
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auxilia na cicatrizacdo de lesdes ao nivel dos tecidos moles (Hawkins & Abrahamse, 2006;
Poorpezeshk, Ghoreishi, Bayat, Pouriran, & Yavari, 2018) e é amplamente utilizada para
reducdo da dor e da inflamagdo (Baxter & McDonough, 2007; Moser-Kats & Veenman, 2008;
Gross, 2014). Este tipo de terapia estd indicada no acompanhamento dos diferentes tipos de
feridas e Ulceras (Formenton et al., 2017); em neuropatias (Akyuz & Kenis, 2014); em lesbes
agudas/trauma, ao nivel de tenddes e ruturas musculares, hematoma, entorse de ligamentos,
fraturas e subluxacgdes; condi¢cbes musculoesqueléticas como lesbes por esforco repetitivo,
fibromialgia e doencgas da articulacdo temporomandibular e condi¢des inflamatorias agudas e
cronicas como tendinite, bursite, miosite, fascite e sinovite, artrite e a doenca do nosso estudo,
OA (Baxter & McDonough, 2007; Pryor & Millis, 2015; Formenton et al., 2017).

Especificamente para a OA, visto ser esta a doenga em estudo nesta dissertagéo, em
relacdo a literatura veterinaria ainda poucos estudos estdo descritos e, segundo Looney et al.,
2018, apenas um estudo realizado com 20 cdes com OA de cotovelo relatou o sucesso da

utilizacdo da modalidade para tratar a dor crénica associada a OA canina.

E de referir que o tratamento de uma articulagéo osteoartritica requer a penetracdo do
laser através da pele e dos tecidos subcutaneos para atingir a capsula articular, o liquido sinovial

e a cartilagem, onde se acredita que a energia do laser tenha o maior efeito (Barger et al., 2020).

Através de estudos como o de Barale et al., 2020, ndo sera errado dizer que este tipo
de terapia se demonstra eficaz para reducdo da dosagem de terapéutica analgésica sistémica,

para além de contribuir para uma melhor qualidade de vida do animal.

Embora nenhum efeito colateral da laserterapia tenha sido observado nos doentes da
maior parte dos estudos (Barale et al., 2020), as contraindicacdes desta modalidade incluem
epifisite, melanomas, hemorragia exuberante e lesdes ao nivel dos olhos e testiculos (Gross,
2014).

1.6.2. Ondas-choque
A semelhanca da laserterapia, também a utilizacio das ondas-choque é outra medida
para controlo de dor em casos de OA, beneficiando também esta da associacdo com a medicina
regenerativa, através da utilizacdo de células estaminais descrito adiante. A terapia com ondas
choque extracorpéreas (Bonnechere & Van Sint Jan, 2019) é aplicada transcutaneamente e
utiliza ondas acusticas de alta intensidade com rapido aumento da pressdo de pulso para

estimular a cicatrizacdo do tecido (Kirkby & Lewis, 2011; Henderson et al., 2015). Além disso,
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permite aumentar a expressao de citocinas e fatores de crescimento nos tecidos e reduzir a dor

associada a inflamacéo crénica (Kirkby & Lewis, 2011).

Dois tipos diferentes de ondas de choque podem ser usados para o tratamento de
distdrbios ortopédicos - ondas de choque focadas e radiais. As focadas tém a capacidade de
concentrar a energia em diferentes profundidades de tecido e atingem a sua maior densidade de
energia nas profundezas do tecido, enquanto que as ondas de choque radiais diminuem em
energia, sao entregues a superficie do corpo e, a partir dai, dispersam rapidamente pelos tecidos
(Mueller, Bockstahler, Skalicky, Mlacnik, & Lorinson, 2007; Gaynor & Muir, 2015).
Independentemente do tipo utilizado, o animal beneficia de estar sedado, procurando um maior
conforto animal. Além disso, o tratamento torna-se mais eficaz caso seja realizada tricotomia
do local, assim como se for utilizado um gel que permite um melhor contacto entre a pele do

animal e a sonda das ondas-choque (Millis & Levine, 2014).

Embora o tratamento de animais com esta terapia seja relativamente recente, ja varios
estudos foram realizados em medicina veterinaria para esclarecer o seu efeito em questfes
dermatoldgicas, tendinosas, neurovasculares, dsseas e cartilagineas (Delius, Draenert, Al Diek,
& Draenert, 1995; Haupt, 1997; Schaden, Fischer, & Sailler, 2001; Wang et al., 2003), tendo
estes sido satisfatorios, pelo que pode estar envolvida no tratamento de doencas como
tendinites, desmites, fraturas e OA (Ogden, Alvarez, Levitt, & Marlow, 2001; Laverty &
McClure, 2002; Danova & Muir, 2003; Venzin, Ohlerth, Koch, & Spreng, 2004).

A terapia por ondas choque tem efeitos condroprotetores benéficos, como diminuicéo
da metaloproteinase e aumento da sintese de colagénio tipo Il, anabolismo e aumento do fluxo
sanguineo para 0 0sso subcondral (Souza, Ferreira, Hagen, Patricio, & Matera, 2016). Assim
sendo, os principais efeitos clinicos conseguidos apds tratamento com ondas de choque incluem
reducdo da inflamacé&o e inchaco, efeitos de analgesia a curto prazo, melhoria da vascularizacéo
e cicatrizacdo de 0ssos e tecidos moles (Ogden et al., 2001; Thiel, 2001; Wang et al., 2003),
tendo ainda propriedades antibacterianas (Sems, Dimeff, & lannotti, 2006), o que sera de
extrema utilidade nos nossos casos de OA. Especificamente nesta doenca, a terapia por ondas
choque néo parece retardar a sua progressédo, mas diminuir a dor, tendo isto sido demonstrado
com cédes com OA na articulacdo coxofemoral que apresentaram menor grau de claudicagéo
apos os tratamentos, mas onde a doenca progrediu radiograficamente (Dahlberg, Fitch, Evans,
McClure, & Conzemius, 2005).
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Apesar dos beneficios potenciais, 0s animais que sofrem de disturbios de coagulacédo
ndo devem ser tratados com este tipo de modalidade. Sabe-se que a intensidade da energia
diminui em proporc¢éo ao quadrado da distancia da fonte na terapia por ondas de choque radial,
portanto, doses eficazes podem levar ao aumento da incidéncia de efeitos adversos menores.
Ainda assim, até hoje ndo foram detetados efeitos adversos evidentes com este tipo de

terapéutica (Souza et al., 2016).

1.6.3. Células Estaminais
Terapia de medicina regenerativa, como definido pelo Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos, é o processo de criacdo de tecidos vivos e funcionais para reparar, substituir e
regenerar tecidos ou orgaos danificados por meio do uso de células manipuladas ex vivo
(Guercio et al., 2012; Sherwood, Roush, Armbrust, & Renberg, 2017). Para tal, varios tipos de
células podem ser utilizados para permitir a recuperacdo tanto estrutural quanto funcional
(Kalamegam et al., 2018).

As terapias usando células estaminais sdo praticadas h& quase trés décadas
(Kalamegam et al., 2018), sendo que na maioria dos casos humanos, a sua utilizacdo ainda é
considerada experimental. Na medicina veterinaria, embora a literatura seja mais limitada
(Gugjoo, Fazili, Gayas, Ahmad, & Dhama, 2019) do que na humana, desde o inicio dos anos
2000 que a terapia celular € uma realidade clinica (Markoski, 2016), tendo sido usada pela
primeira vez por Herthel para tratar desmite do ligamento suspensor (Fortier & Travis, 2011),
seguindo para o tratamento de lesdes tendineas em equinos, sendo que atualmente tem sido
considerada para a restauracdo da homeostase e reparacdo articular (Luyten, 2004; Markoski,
2016).

Célula estaminal refere-se a qualquer célula ndo especializada capaz de se
autorrenovar a longo prazo por meio da divisdo celular, diferenciando-se em uma célula
funcional especializada (Quimby, 2018), sendo que quase todos os tecidos animais podem ser
reparados ou regenerados pela acéo direta destas células (Markoski, 2016). As suas principais
caracteristicas incluem entdo (Kolios, & Moodley, 2013): autorrenovagéo, que se refere a uma
extensa capacidade de proliferacdo; clonalidade, geralmente decorrente de uma sé célula e

poténcia, sendo a capacidade de se diferenciar em diferentes tipos de celulas.

Durante toda a vida de um individuo, varios tipos de células estaminais estdo
disponiveis com diferentes potenciais de diferenciacdo, sendo que ha tendéncia para que nos

estadios iniciais de desenvolvimento, as células estaminais carreguem um potencial de
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diferenciacdo mais amplo, diminuindo ao longo do desenvolvimento (Gugjoo, Amarpal, &
Sharma, 2019). Sendo assim, quanto mais potente é uma célula estaminal, em mais tipos de

células se pode tornar (Jin, 2017).

Quanto a escolha entre os diferentes tipos de células estaminais e suas fontes depende
do tipo de doenca, idade e caracteristicas médicas do animal, bem como da urgéncia do
tratamento (Markoski, 2016).

Tendo em conta o potencial de diferenciacéo, as células estaminais subdividem-se em
totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes (Kolios, & Moodley,

2013; Gongalves, Ambrosio, & Piedrahita, 2014), como representado na Tabela 7.

Tabela 7: Tipos de células estaminais, consoante o potencial de diferenciacéo.

Células totipotentes Células mais indiferenciadas;
Presentes no inicio do desenvolvimento;
Capazes de gerar um organismo completo.
o Células pluripotentes Capacidade de se autorrenovar indefinidamente;
Capazes de se diferenciar em células que
surgem das trés camadas germinativas - ectoderme, endoderme e
mesoderme.
o Células multipotentes Desenvolvem-se em muitos tipos de células
diferentes a partir de uma Unica camada germinativa;
Geralmente retiradas de adultos.
o Células oligopotentes Capazes de se autorrenovar e formar duas ou mais
linhagens dentro de um tecido especifico.
o Células unipotentes Capacidade de se autorrenovar e diferenciar em apenas
um tipo especifico de célula e formar uma Unica linhagem.
Relativamente a origem, existem trés grandes grupos de células estaminais: as
embrionarias (ESCs), as pluripotentes induzidas (iPSCs) e as adultas (Kolios, & Moodley,
2013; Quimby, 2018; Gugjoo et al., 2019).

As ESCs sdo células pluripotentes que estdo presentes no trofoblasto durante a
embriogénese (Gugjoo et al., 2019) e sdo derivadas da massa celular interna (ICM) do
blastocisto, tendo a capacidade de formar tecidos de qualquer uma das trés camadas

germinativas primarias (Gongalves et al., 2014; Diederichs, & Richter, 2017). No entanto,
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também podem ser mantidas em um estado indiferenciado por um periodo prolongado em
cultura (Kolios, & Moodley, 2013). Além disso, também tém sido usadas para produzir
cartilagem hialina in vitro e tém a capacidade de se autorrenovar, tornando-as uma cartilagem
de substituicdo potencialmente ilimitada (Diederichs, & Richter, 2017). Por serem encontradas

nos primeiros estadios da gravidez, estas sdo as células estaminais mais potentes (Jin, 2017).

Das principais desvantagens deste tipo de células destacam-se as problemaéticas da
ética; da acessibilidade; possivel formagdo de teratoma (Menon, Patel, Joshi, & Kumar, 2019),
embora pouco comum (Cardoso et al., 2016); obstaculos imunolégicos (Menon et al., 2019) e
evidéncias de instabilidade do genoma. Por outro lado, como as células embrionarias
diferenciam os tecidos derivados das trés camadas germinativas in vivo, a plasticidade e
capacidade de poténcia das linhas de células geradas sdo diminuidas dentro das camadas
(Markoski, 2016).

As células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) sdo produzidas a partir de
células sométicas adultas (Kolios, & Moodley, 2013), podendo ser geradas a partir de qualquer
tipo de célula inicial (Koh, & Piedrahita, 2014) e sdo geneticamente reprogramadas obtendo-se
um estado com potencial semelhante ao das ESCs, (Kalamegam et al., 2018) pelo que teratomas
de ocorréncia espontanea e tumores relacionados também se podem desenvolver a partir do seu
uso (Kolios, & Moodley, 2013). No entanto, ao contrario dos ESCs, as iPSCs possuem
multipoténcia que foi induzida artificialmente. A sua aplicacdo torna-se menos invasiva e, a
nivel humano, foi descrito que a partir da geracdo de iPSCs, se abriu a possibilidade de uso de
células estaminais autlogas em casos de rejeicdo (Kalamegam et al., 2018), sem as
preocupacOes praticas ou éticas das ESCs (Koh, & Piedrahita, 2014).

As células estaminais adultas sdo multipotentes (Kalamegam et al., 2018) e derivadas
de tecido adulto (Kolios, & Moodley, 2013). Podem ser obtidas de muitos tecidos diferenciados
e, de forma geral, a cada tipo de tecido corresponde um determinado tipo de célula estaminal
adulta, incluindo medula 6ssea, gordura, 0sso, sangue periférico, cérebro, medula espinal, polpa
dentaria, vasos sanguineos, musculo esquelético, epitélio da pele e do aparelho digestivo,
cornea, retina, coracdo, figado, pancreas, entre outros (Braganga, Tavares, & Belo, 2010;
Quimby, 2018).

As células estaminais adultas estdo também presentes em tecidos fetais, na placenta e
no corddo umbilical (Jin, 2017; Quimby, 2018). E de salientar que estas células tém uma

capacidade muito menor de se autorrenovar, assim como uma capacidade de diferenciacao
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limitada (Kolios, & Moodley, 2013), quando comparadas com as ESCs (Cuervo et al., 2014).
No entanto, as células estaminais adultas sdo imunocompativeis e 0 seu uso nao é restrito por
ndo levantarem preocupacdes éticas (Cuervo et al., 2014; Cardoso et al. 2016; Wang et al. 2017;
Quimby, 2018).

De entre as principais fontes de células estaminais com potencial terapéutico, segundo
Braganca et al., 2010, destacam-se as células estaminais hematopoiéticas (EH), neurais (EN),

fetais do corddao umbilical (ECU) e mesenquimais (MSCs).

Uma vez que as MSCs foram as utilizadas nesta dissertacdo, sera dada énfase a este
tipo celular. No entanto, sdo apresentadas as caracteristicas e funcionalidades das restantes

células estaminais no Anexo 5, Tabela 16.

As MSCs tém sido o foco de um tratamento emergente para a OA que, para além de
aliviar os sintomas, oferece uma solucdo de longo prazo, mostrando um papel importante na
modificagdo da doenca, com inibi¢do potencial da progresséo e evidéncias recentes de reverséo
desse processo degenerativo (Freitag et al., 2016), tanto no humano, como no céo, fornecendo
uma alternativa de tratamento eficiente, reduzindo assim a necessidade de cirurgia (Kalamegam
et al., 2018). Estas células possuem um amplo potencial proliferativo (Gotherstrdm, 2007) e de
autorrenovacao (Pas et al., 2017) e destacam-se pelas diversas func¢des relevantes para a doenca
em estudo (Figura 3). Estas sdo outro tipo de células multipotente (Braganca et al., 2010), o que
significa que se podem diferenciar em multiplos, mas ndo em todos os tipos de tecido (Quimby,
2018).

Célula-tronco adulta

) . o o =

() 3
Formacao de cicatriz / N Homing de células-tronco

@

Apoptose Angiogénese

Imunomodulagao

Figura 3: Diversas funcGes das células estaminais adultas (Adaptado de Markoski, 2016).

Estas células encontram-se geralmente presentes nos tecidos conjuntivos de quase
todos os orgaos (Braganca et al., 2010), como medula déssea, tecido adiposo, pele, musculo,

tecido conjuntivo, osso trabecular (Gotherstrom, 2007), liquido sinovial (Cuervo et al., 2014),

39



Maria Inés Felizardo Roque do Vale | Terapéutica de Células Estaminais na Osteoartrite Grave em Cées

placenta e, como demonstrado recentemente, da polpa dentaria (Kichenbrand, Velot, Menu, &
Moby, 2018). Como alternativa ao tecido adulto, os anexos fetais — liquido amnio6tico,
membranas amnioticas e sangue do cordao umbilical — sdo uma fonte adicional de MSCs que
tém maior plasticidade, taxa de proliferacdo e capacidade de se diferenciar em vérias linhagens
(Goncalves et al., 2014). No entanto, para fins terapéuticos, sdo mais convenientemente
isoladas da medula éssea (BM-MSC) (Braganca et al., 2010) e do tecido adiposo (AD-MSC)
(Quimby, 2018), sendo estas uUltimas devido a presenca de grande nimero de células, a
simplicidade de colheita e isolamento (Alves et al., 2014) e a facilidade desde a preparacao até
a implantacdo (Mirza, & Oussedik, 2017), sendo um método relativamente ndo invasivo, sem
cirurgia ou internamento (Orozco et al., 2013), tendo estas sido aplicadas no tratamento de
lesBes tendineas, ligamentares e articulares, com relevancia clinica significativa em cavalos e
caes em condicBes ortopédicas (Markoski, 2016). Especificamente as BM-MSC tém uma
capacidade maior de se diferenciar em tipos de tecido do sistema musculo-esquelético em
comparacdo com outras MSCs; no entanto, uma desvantagem dessas MSCs expandidas por
cultura é o intervalo de tempo de 3 a 6 semanas desde a aspiracdo de medula 6ssea até o
tratamento, pelo tempo necessario para o crescimento das MSCs (Fortier & Travis, 2011). Em
relacdo as AD-MSCs, obtidas a partir de lipoaspiraracdo (Kon, Filardo, Roffi, Andriolo, &
Marcacci, 2012), a principal desvantagem é a necessidade de realiza¢do de pequenas cirurgias
sob anestesia geral para captacdo de tecido adiposo, tendo como vantagem o maior beneficio
terapéutico alcancado (Cuervo et al., 2014). Foi relatado que um obstaculo para seu uso é o
potencial condrogénico inferior (Kon et al., 2012).

Apesar das MSCs mais comumente utilizadas terem origem na medula 6ssea, ou no
tecido adiposo, nos dias de hoje, tem sido crescente o estudo das células mesenquimais
derivadas da membrana sinovial (SM-MSCs) e, nos Gltimos anos, estudos descobriram que tém

forte capacidade de formacgao de cartilagem e reparacao de tecidos (Li et al., 2020).

Em 2001, De Bari, Dell’Accio, Tylzanowski, & Luyten isolaram SM-MSCs de
diferentes origens (Figura 4) de articulagfes do joelho humano pela primeira vez, tendo
descoberto que essas células tinham caracteristicas de células estaminais e elevado potencial de

diferenciagdo multidirecional in vitro superior as restantes MSCs.
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Figura 4: Diferentes fontes e potencial de diferenciagdo das células estaminais derivadas da
membrana sinovial (Adaptado de Li et al., 2020).

Além disso, as principais vantagens deste tipo de células estaminais passam pela
acessibilidade da fonte das células, pela sua elevada plasticidade, pela alta taxa de proliferacéo,
pela baixa imunogenicidade e pelo maior potencial de diferenciacdo condrogénica, comparando
com os outros tipos de MSCs (Sasaki et al., 2018; Li et al., 2020). Em estudos humanos €
mesmo relatada uma maior capacidade de autorrenovacao e expansao por parte das SM-MSCs
e, tanto em medicina humana, como na medicina veterinaria, este tipo de células tem uma ampla
perspetiva de aplicacdo em doencas 0sseas e articulares (Li et al., 2020). Apesar do descrito,
outro estudo refere que pesquisadores demonstraram que SM-MSCs podem inibir a progressdo
da OA, sendo estas particularmente adequadas para a reparacao da cartilagem, sugerindo uma
relacdo com o desenvolvimento dos condrécitos, mais do que a outras MSCs. Além disso, foi
relatado que SM-MSCs sofrem mais prontamente a condrogénese do que BM-MSCs e AD-
MSCs. No entanto, as SM-MSCs sdo dificeis de obter e as membranas sinoviais s6 podem ser

obtidas por meio de uma abordagem invasiva (Zhu et al., 2017).

No geral, todas as MSCs sdo capazes de se diferenciar em varias linhagens (Markoski,
2016) de origem mesenquimal, como 0sso, cartilagem e tecido adiposo, entre outros, in vitro e
in vivo (Dominici et al., 2006), sendo que relativamente aos dois primeiros tém mesmo
capacidade para elevado grau de diferenciacdo (Bornes, Adesida, & Jomha, 2014). Sendo

assim, dada esta capacidade de diferenciacdo e também de autorrenovagdo em varias linhagens,
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elas podem ser usadas na reparacao e regeneracgdo de tecidos danificados (Gotherstrém, 2007;

Gugjoo et al. 2019), tendo um grande potencial para terapias diversas (Braganca et al., 2010).

Além do descrito em cima, as MSCs, de acordo com os critérios formulados pela
International Society for Cellular Therapy, sdo caracterizadas pelas suas propriedades de
aderéncia plastica (Pas et al., 2017); expressdao de varios antigenos de superficie, incluindo
CD44, CD73,CD 90 C e D105, e auséncia de marcadores hematopoiéticos CD34, CD45, CD14
ou CD11b, CD79 a ou CD19 (Hodgkiss-Geere et al., 2012; Freitag et al., 2016) e diferenciagédo
em trés linhagens mesodérmicas diferentes — osteoblastos, condrocitos e adipocitos
(Kalamegam et al., 2018). Nesse contexto, sabe-se que as MSCs apresentam alto potencial de
diferenciacdo em linhagens celulares osteogénicas e condrogénicas (Bornes, Adesida, & Jomha,
2014).

O conhecimento sobre como as células estaminais adultas modulam os sinais
moleculares para ativar o homing celular também tem sido cada vez mais determinado,
evidenciando os mecanismos que permitem as células reparar e regenerar tecidos lesados

(Markoski, 2016), representados na Figura 5.

. N . Promove N )
Lesdo ativa — ” Ativacdo do Homing EEE— Reparagéo Tecidual
Tecido Estado de isquemia
Hipdxia <+« <
Lesado - .
(privacdo de nutrientes)
Libertacdo de: A sua ativagio
B Citocinas; leva ao
Fatores de recrutamento de
Ativacdo do Fator e, - Células
. . Fator de necrose Estaminais
1, induzido por tumoral-alfa (TNF- a); e
hipoxia (HIF-1) B el B

Figura 5: Mecanismos que permitem as células reparar e regenerar tecidos lesados (Original da autora).
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Dado que a cartilagem articular exibe pouca ou nenhuma capacidade de
autorreparacao, a opgao de introducdo no local da lesdo de OA uma fonte de células capazes de
se diferenciar em condrocitos, parece ser uma opgdo terapéutica atraente (Mardones, Jofré,
Tobar, & Minguell, 2017).

As MSCs intervém principalmente ao nivel sistémico, secretando fatores troficos,
promovendo viabilidade e proliferacdo celular ou angiogénese pela produgdo de fatores de
crescimento. Estimulam, ainda, o recrutamento de células estaminais enddgenas pela secrecao

de quimiocinas e reduzem a fibrose (Maumus et al., 2018).

Outras funcdes das MSCs passam pela reposicdo de células mortas nos processos
fisiologicos de renovacdo celular, assim como em situagfes patoldgicas como isquemia,
inflamacdo ou trauma (Markoski, 2016); efeitos antifibroticos, imunomoduladores e anti-
inflamatdrios (Gotherstrém, 2007), suprimindo a atividade de células T citotoxicas, células B e
células Natural Killer (NK) (Braganca et al., 2010); capacidade de modificar a resposta das
células imunitérias inflamatorias por meio da supressdo da proliferacdo de células T
inflamatdrias, inibicdo da maturacdo de mondcitos e expressdo de citocinas anti-inflamatorias
(Gotherstrom, 2007; Freitag et al., 2019) e, ainda, controlo da atividade leucocitaria e efeito

anti-apoptotico (Kilchling, & Meyer-Lindenberg, 2018).

Mais interessante e de relevancia para a doenca artritica e OA, é o papel
imunorregulador potencial das populacdes de células estaminais. Este pode ser mediado pela
libertacdo de moléculas de sinalizacdo especificas, como o fator de crescimento transformador
e fator de crescimento de hepatdcitos pela populacdo de células MSC, que aponta para as
funcBes paracrinas criticas potenciais das populacbes de células estaminais in vivo (Luyten,
2004). O mecanismo imunomodulador aumenta o potencial para o0 seu uso em condig¢des
inflamatdrias autoimunes, incluindo artropatias inflamatorias (Freitag et al., 2016). Esta
caracteristica também resulta em tolerancia por parte do sistema imunologico do recetor,
permitindo o uso de células do dador geneticamente diferentes (alogénicas) e é muito apreciada

em protocolos de transplante de células (Markoski, 2016).

Tendo em conta a utilizacdo e a aplicacdo das MSC, estas podem ser introduzidas de
forma aut6loga ou alogénica (Vilar et al., 2014), apresentando-se as vantagens e desvantagens

de cada uma delas no Anexo 6, Tabela 17.
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O facto de néo se saber concretamente o tempo com que as células permanecem com
eficacia, induz os investigadores a determinar objetivamente quanto tempo depois da primeira
administracdo das células é recomendada outra semelhante, por forma a evitar uma recaida
(Vogel, 2012).

Assim sendo, estudos com abordagem multimodal ocorrem tendo combinagdes com
células estaminais, plasma rico em plaquetas e acido hialurénico, como Freitag e colaboradores,
em 2016, em medicina humana. Na medicina veterinaria, a combinacdo entre células estaminais
e plasma rico em plaquetas (Yamada e colegas, 2004), ou a combinacdo de plasma rico em
plaquetas e acido hialurénico referem essa abordagem multimodal com sucesso (Lee et al.,
2019).

1.6.3.1. AplicacGes Da Terapia Com Células Estaminais Em Medicina Veterinaria
Especificamente as MSC tém sido utilizadas principalmente para o tratamento de
lesGes de tenddes, ligamentos, cartilagens e doencas dsseas e articulares como a OA (Markoski,
2016).

As lesbes musculoesqueléticas em cdes sdo as mais comumente tratadas (Fortier &
Travis, 2011; Kilchling, & Meyer-Lindenberg, 2018), sendo que as doencas para as quais as
células estaminais tém demostrado eficacia incluem a osteoartrite; defeitos osteogénicos;
defeitos periodontais como periodontite; lesGes ligamentares/tendineas como rutura do CCL;
lesGes musculares e doencas miocardicas como cardiomiopatia dilatada (Gugjoo et al., 2019).
No entanto, também ja tém sido utilizadas, embora ndo tdo comum, para tratamento de tecidos
ndo musculoesqueléticos como doenca inflamatdria intestinal; queratoconjuntivite seca e lesdo
medular (Gugjoo et al., 2019). Além disso, as MSCs tém grande capacidade de causar processos
de cicatrizacdo (Markoski, 2016), sendo uma das outras aplicabilidades deste tipo de células a

sua migracao para areas feridas, participando na cicatrizacdo dos tecidos (Gotherstrom, 2007).

Além das condicOes acima mencionadas, em caes, as MSCs também foram estudadas
em outros problemas como doengas autoimunes, tais como diabetes mellitus (Gautam et al.,
2016) e lupus eritematoso sistémico (Jorgensen, 2013); sindrome hepatocutanea; fibrose
hepatica e pulmonar; cirrose; doenca renal cronica e leséo renal aguda (Kolios, & Moodley,
2013; Lee et al., 2017; Quimby, 2018), com melhora da condi¢do ou aumento na esperanca
média de vida (Gugjoo et al., 2019). Estas células sdo ainda capazes de induzir uma
neovascularizacdo e reducdo da apoptose das células endoteliais e isquemia, tendo elevado

interesse em doencas tromboembolicas. Além disso, in vitro e in vivo, contém muitos fatores
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neuroprotetores, que podem melhorar as condicdes de saude induzidas por doencas

neuroldgicas como a doenca de Alzheimer (Kichenbrand, Velot, Menu, & Moby, 2018).

1.6.3.2. Efeitos Secundarios Da Aplicacdo Das Células Estaminais

Apesar de todas as vantagens da utilizacdo destes diferentes tipos de células, com
maior énfase nas MSCs, a presenca de efeitos colaterais neste tipo de terapia também foi
investigada (Vilar et al., 2014). Embora a maioria dos estudos nao tenha relatado nenhum efeito
adverso importante (Cuervo et al., 2014), um estudo em cavalos apresentou, em apenas um
caso, resposta inflamatéria aguda moderada, tendo sido menos evidente em células autélogas
(Pig, Ishihara, Wellman, Russell, & Bertone, 2013). Em cées, também houve um caso em que
piorou ap6s a injecdo, mas que pode ter sido proveniente de uma técnica incorreta na
administracdo das células (Vilar et al., 2014). Outros estudos, mas de medicina humana,
referem artralgia pds-injecdo, assim como derrame articular e dificuldade de movimento (Pas
etal., 2017; Lee et al., 2019). E de salientar também que as células podem tornar-se ineficazes
ou desenvolver caracteristicas prejudiciais, como crescimento de tecido indesejado,

desenvolvimento de tumores ou rea¢des imunoldgicas, como referido anteriormente.

Parece claro que mais pesquisas sdo necessarias para o estudo de eventos adversos de
médio a longo prazo (Lee et al., 2019). No entanto, encorajadoramente, a maior parte dos
estudos, tanto de medicina veterinaria, como humana, forneceram evidéncias de eficacia e
seguranca no uso terapéutico das MSCs na OA (Freitag et al., 2016), sobretudo se associada a

outros procedimentos terapéuticos coadjuvantes (Gibbs et al., 2015; Fotouhi et al., 2018).

1.7. Procedimentos A Efetuar Para A Avaliagdo Do Efeito Das Células Estaminais
1.7.1 Procedimento De Exame De Reabilitacdo Funcional Dindmico
O doente é estimulado a marcha, em trela curta, sempre no mesmo piso antiderrapante,
em linha reta, cerca de 1 minuto, de modo a serem avaliados segundo a escala de pontuacgéo de
claudicacdo de Millis & Levine, 2014 (Anexo 3, Figuras 32 e 33). Neste procedimento, sdo

ainda avaliadas simetrias e correlagdo entre membros toracicos e membros pélvicos.

1.7.2. Procedimento De Exame De Reabilitacdo Funcional Estatico
O exame de abordagem estatica inclui a avaliagdo do doente em estagdo, com apoio
passivo ou assistido ativo dos membros pélvicos em estudo; a realizacdo do teste de
posicionamento propriocetivo, de modo a observar o Knuckling, ou seja, déficit de
posicionamento propriocetivo; a palpacao de todas as articulagdes e 0ssos longos, de distal para

proximal e com alinhamento articular; a palpacdo dos ligamentos colaterais e capsula articular;
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a realizacdo da amplitude articular de flexdo e extensdo (ROM de flexdo e ROM de extensao),
dentro da area de conforto do doente e ainda a palpacdo de edemas, seromas, areas hiperémicas

e quentes, pontos de dor (pontos de stress e de tensdo) e processos fibroticos musculares.

1.7.3. Medicdo Da Amplitude Articular
No estudo, as articulacbes avaliadas foram a articulacdo coxofemoral e a articulacéo
femuro-tibio-patelar. As linhas orientativas para a medicdo do ROM na articulacdo
coxofemoral tanto no movimento de flex&do, como de extensdo, sdo medidas cruzando a linha
que une o epicdndilo femoral lateral e o trocanter maior do fémur com a linha que une a
tuberosidade sagrada e a asa do ilio, formando, deste modo, um angulo a medir (Millis Levine,
2014).

Quanto a articulagdo femuro-tibio-patelar, foi avaliado, do mesmo modo, 0 movimento
de flexdo e de extensdo, tendo sido medidos os angulos formados pelo eixo longo da diafise

tibial e a linha que une o epicondilo femoral lateral e o trocanter maior (Millis Levine, 2014).

A medida registada como ROM maximo (flexdo) e ROM maximo (extensdo) foi

considerada a amplitude articular obtida no momento inicial de desconforto por parte do doente.

1.7.4. Medicdo Da Massa Muscular

A medicdo da massa muscular é efetuada segundo as regras de Millis & Levine em
2014, que indicam medir a distancia entre o trocanter maior do fémur e 0 0sso sesamoide lateral
do mdsculo gastrocnémio, passando a fita Gulick tipo Il no ponto representante a 70% distal
desse segmento, a partir do trocanter maior. A partir desse ponto, coloca-se a fita em volta do
membro, perpendicularmente ao eixo dos 0ssos longos, fazendo uma circunferéncia com a
mesma. A execucdo do procedimento deve ser efetuada sem pressdo, apenas com a forca
necessaria para o aparecimento da bola vermelha do medidor de pressdo, com leitura em
centimetros (cm). Sabendo que 0 numero, em cm, corresponde ao zero, 0 momento em que

envolvemos o membro em estudo, é equivalente ao volume da massa muscular.

2. Objetivos
O presente estudo preliminar Coorte prospetivo pretende comprovar a tolerancia, a
eficécia, a repetibilidade e a seguranca do protocolo multimodal de modalidades de reabilitagcdo
funcional e de medicina regenerativa por células estaminais. Para além disso, evidenciar a

possibilidade de se tornar um protocolo multimodal acessivel na prética clinica que permita o
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prolongamento da esperanca de vida dos caes geriatricos, assim como melhorar o seu bem-estar

e a sua qualidade de vida.
Il — Estudo Clinico

1. Materiais e Métodos

O presente estudo preliminar Coorte prospetivo foi realizado nos HVA, CRAA e
CR2AL no periodo compreendido entre 14 de setembro de 2020 e 15 de dezembro de 2021. O
estudo foi aprovado pela comissdo de ética da Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias (ULHT) (Anexo 7, Figura 34) e os tutores obtiveram a informacdo inerente ao
estudo clinico e assinaram o termo de consentimento (Anexo 8, Figura 35).

1.1. Apresentacdo Dos Participantes Do Estudo

Foram selecionados para o estudo apenas cdes com idade superior ou igual a 2 anos,
com peso superior ou igual a 15Kg, de racas de médio a grande porte e presenca em exame
fisico e ortopédico de dor grave refrataria a terapéutica convencional farmacoldgica e
fisioterapia, em registo de cronicidade pela histdria pregressa. No registo de dor grave, apenas
foram admitidos os cdes que, segundo a escala de dor da Universidade de Colorado para dor
cronica (Gaynor & Muir, 2015), demonstraram grau de dor igual ou superior a trés em todos 0s
itens da referida escala (Anexo 2, Figura 30). Demonstraram também claudicacéo de grau cinco,
segundo a escala apresentada no Anexo 3, Figura 32 (Millis & Levine, 2014) e efetuaram
exames complementares de diagnostico radiografico, tendo em conta a escala de classificacao
de Kellgren e Lawrence (Adaptado de Shah et al., 2018) (Anexo 1, Figura 25), assim como
tomografia computadorizada, confirmando a classificacdo de grau trés no exame radiografico,
assim como a presenca de osteofitose igual ou superior a dois (Murphy, Fink, Hunziker, &
Barry, 2003) (Anexo 9, Tabela 18).

Deste modo, esta amostra dos participantes pretendeu representar a populacgdo de cées
com osteoartrite cronica e recorrente que se tornou progressivamente grave com as
classificacOes referidas anteriormente, em que a terapéutica convencional farmacoldgica e de

fisioterapia ndo permitiram viabilidade funcional mais do que 3 a 6 meses.

A amostra do estudo foi composta por um total de oito cées (n=8) com idade igual ou
inferior a 18 anos, peso vivo até aos 55,500Kg, com uma condicao corporal igual ou superior a

5, numaescada de 1 a9 (Anexo 10, Figura 36). Relativamente ao género, incluiram-se no estudo
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tanto machos, como fémeas e, quanto a raca foi aceite qualquer raca, independentemente de ser

ou ndo uma raca definida.

Do estudo foram excluidos todos os cdes sem os critérios referidos em cima, assim

como todos 0s gatos.

A tomografia computadorizada (TC), sendo este um exame considerado Util para a
avaliacdo de alteragdes dsseas e identificagdo de incongruéncias articulares e fragmentos em
articulacbes, permitiu a avaliacdo das estruturas articulares sem sobreposicdo de outras
estruturas. Para além disso, este exame imagioldgico também fornece informacdes importantes
relativamente a massa muscular perdida, em caso de atrofia. A TC efetuou-se fora do
HVA/CRAA/CR?AL, na Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lishoa, sob

supervisdo do professor Doutor Antonio Ferreira.

1.2. Desenho Do Estudo

Os doentes foram selecionados segundo os critérios de inclusdo e dirigidos para a
consulta de reabilitacdo e regeneracdao animal, de modo a realizar o exame fisico direcionado
ao sistema musculo-esquelético e ortopédico, abrangendo o exame de reabilitacdo funcional.
Efetuou-se primeiro a avaliagdo da marcha com trela curta, sempre no mesmo corredor e em
ambiente condicionado, seguido de exame de reabilitacdo funcional estatico, comecando
sempre de distal para proximal, fazendo a avaliacdo da amplitude articular de flexdo e extenséo
em todas as articulagcdes, assim como nas articulagbes com ligamentos colaterais avaliar a

resposta do doente ap6s pressao.

A avaliacdo dos 0ssos longos, por palpacdo, procurou sinal clinico de dor, sinais de
isquémia e tumefacdes. Apds o referido, o exame foi direcionado a articulacdo coxofemoral,
realizando-se a manobra de Ortolani e avaliando-se o nivel de crepitagdo. Os doentes foram
avaliados segundo as quatro escalas referidas anteriormente: a escala de dor da Universidade
de Colorado para dor crénica (Anexo 2, Figura 30); a escala de pontuacdo de grau de
claudicacdo (Anexo 3, Figura 32); a escala de classificagdo radioldgica (Anexo 1, Figura 25) e

a escala de presenca de osteofitose (Anexo 9, Tabela 18).

Todo o procedimento descrito foi filmado com uma camara Canon EOS REBEL T6

(EOS 1300D), para posterior avaliagdo em camara lenta.
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O diagrama do estudo preliminar prospetivo da aplicacdo de protocolos multimodais
de reabilitacdo funcional e regeneracdo em cdes com OA grave encontra-se em seguida na

Figura 6.

49



Maria Inés Felizardo Roque do Vale | Terapéutica de Células Estaminais na Osteoartrite Grave em Cées

n=_
s Idade=2 anos;
* Racgamédio a grande porte;
* peso> 15Kg I:'\. ht
+ Dor grave cronica (=3)
* Claudicacdo grau 5
+ Exame Radiogrifico grau 3
* Osteofitose = grau 2

1® Consulta de reabilitaclio e regeneragio animal:

+  Exame Fisico;

+  Exame de reabilitacio funcional — dindmico/estitico;
» FEscala de dor da Universidade de Colorado;

# FEscala de claudicacio;

*  Medigio da ROM:

»  Medigio damassa muscular.

Administragdo de células estaminais provenientes da membrana
sinovial (células alogénicas) - TO

Ondas Choque (E5/E6) Laserterapiaclasse IV
(600-1000 pulsos porarticulagio) I (940nm:9-12T)
e P Y P Y h ik ~
Ll T2-14d Fl-304 F2-90d F3-180d F4.2704 F5.365d

Reavaliacdo:
Escala de dor;
Avaliarlocomogio =+ escala de claudicagio:
Medigdodo ROM:
Medigdodamassa muscular.

Figura 6: Organograma do estudo preliminar Coorte prospetivo da aplicacdo de protocolos
multimodais de reabilitacdo funcional e regeneragdo em cdes com osteoartrite grave (Original da autora). T=
tempo; d= dias; F= Follow-up/Consulta de seguimento.
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Os animais, apos a selecao e a primeira consulta de reabilitacdo e regeneragdo animal,
foram todos submetidos ao procedimento de medicina regenerativa através de injecdes intra-
articulares de células estaminais alogénicas da membrana sinovial, realizando logo em seguida
a modalidade terapéutica de ondas-choque e, no préprio dia, assim como nos 5 dias sucessivos,

protocolo de laserterapia classe IV para dor e inflamacao tecidular.

Cada animal foi submetido a um exame estatico e dindmico segundo as diretrizes ja
mencionadas. Além disso, o procedimento da medicdo do ROM foi efetuado utilizando o
goniometro standard (Figura 7), sempre com o doente em decubito lateral e o membro

lesionado direcionado para cima, com alinhamento articular.

Figura 7: Representacdo fotografica do gonidmetro manual utilizado para as medic¢bes da amplitude
articular (ROM) (Original da autora).

Para o procedimento de medicdo da massa muscular utilizou-se a fita Gulick tipo II,
modelo 67020 (Figuras 8 e 9c). No estudo, as articulagdes avaliadas foram a articulacéo

coxofemoral (Figura 9a) e a articulagdo femuro-tibio-patelar (Figura 9b).

on Manual
o : X

f @ Model 67020 \
O Model 67019

Features:

* Applies a constant 4 ounce
tension to the measuringtape

* Repeatable measurements

e

Figura 8: Representacdo fotogréafica da fita Gulick tipo Il utilizado para as medi¢Ges da massa muscular
(Original da autora).
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Figura 9: Medicao da amplitude articular em flexdo com goniémetro na articulagdo coxofemoral (a) e
na articulacdo femuro-tibio-patelar (b). Medicdo da massa muscular com a fita Gulick tipo Il (c) (Original da
autora).

De notar que, tanto o procedimento de medicdo da amplitude articular, medicéo da
massa muscular e procedimento de exame de reabilitag&o funcional dindmico foram efetuados
sempre pelo mesmo médico veterinario, sendo este instrutor/examinador de CCRP (Certified
Canine Rehabilitation Practitioner) certificado pela Universidade do Tennesse, e ainda com
observacdo por parte de um segundo médico veterinario, também certificado e monitor do
CCRP.

O exame complementar radiografico, para cada doente, incluiu trés ou mais projecoes
radiograficas, tendo em consideracdo as vistas antero-posterior; antero-posterior comparativa e
latero-lateral. Foram utilizados como equipamento os aparelhos das seguintes marcas
Carestream VXR e InTech (Figuras 10 e 11).

Figura 10: Representacdo fotografica da Figura 11: Representacdo fotografica da
maquina de radiografia utilizada para recolha maquina de radiografia utilizada para recolha
de imagens radiograficas (gentilmente cedidas de imagens radiograficas (gentilmente cedidas
pelo CR?AL). pelo CRAA).
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1.2.1. Procedimentos Efetuados Durante O Estudo
1.2.1.1. Preparacéo Das Células
As células do estudo consistiram em doses de células estaminais alogénicas da
membrana sinovial, provenientes do Instituto de Ciéncias, Tecnologias e Agroambiente da
Universidade do Porto (ICETA). Estas foram enviadas em tubos Eppendorf, em gelo, e
suspensas em soro alogénico, em que cada dose preparada continha 5x10° células, apresentando
uma viabilidade de cerca de 98% (viabilidade determinada a partir do TrypanBlue Exclusion
Assay) e tendo sido a amostra sempre sujeita a avaliagdo microbioldgica, pelo General Lab -
Laboratorio de Anélises Clinicas (exemplo de analise microbiol6gica no Anexo 11, Figura 37).

1.2.1.1.1. Preparacdo E Inativacdo De Soro Autélogo
As células foram preparadas apos a sua rece¢do no CR2AL, iniciando-se a preparagio

e inativacdo de soro aut6logo para meio de cultura das células estaminais.

O procedimento foi realizado num ambiente estéril em camara de fluxo-laminar
EuroGlone, s@femate EZ1.2 (Figura 12), tendo-se iniciado com a colheita de sangue do animal
recetor (soro autologo) até perfazer os 20 a 40 mililitros (ml), com seringas de 10 ml e agulhas
de Gauge adequado a cada animal, tendo-se colhido o sangue lentamente através de venopuncéo
da veia jugular interna. A venopuncdo foi realizada apds tricotomia e assepsia com solugédo
alcodlica de clorexidina a 4%. De seguida, a totalidade do sangue foi transferida para um ou
mais tubos Falcon de 15 ml, dependendo do volume de sangue colhido e os tubos foram
centrifugados na centrifuga (HERMLE, Z 306) a 2500-3000 rota¢des por minuto (rpm) durante
10 minutos (Figura 13). Apos isso, o soro foi transferido, cautelosamente, para um novo tubo
Falcon estéril e descartado o depdsito; colocou-se o tubo Falcon em banho-maria a 56°C
durante 30 minutos e, de seguida, em gelo até arrefecer. Por fim, filtrou-se o soro com um filtro
de 0,22 um (Figura 14) para um novo tubo Falcon estéril. Para este passo, deve utilizar-se uma
seringa com o volume necessario; retirar o émbolo; acoplar o filtro ao corpo da seringa;
transferir com uma pipeta de Pasteur esteril o soro para o corpo da seringa ja acoplado ao filtro;
colocar o conjunto corpo da seringa e filtro no topo de um novo tubo Falcon esteéril; acoplar o

émbolo da seringa e transferir o soro através do filtro para o novo tubo Falcon.
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HERMLE g > 306

Figura 12: Representacdo fotografica da Figura 13: Representacdo fotografica da centrifuga
camara de fluxo-laminar utilizada (gentilmente utilizada (gentilmente cedida pelo CR?AL).
cedida pelo CR?AL).

Figura 14: Representacdo fotogréafica do filtro
utilizado (gentilmente cedida pelo CR?AL).

1.2.1.1.2. Preparacdo Da Dose Desejada De Células Estaminais (Figuras 15 E 16)

No seguimento do procedimento anterior, exatamente com 0s mesmos critérios de
esterilizacdo, realizaram-se diversos passos, sempre em ambiente estéril em camara de fluxo-
laminar, iniciando-se com o aquecimento em banho-maria a 37°C e aguecimento de Dulbecco's
phosphate-buffered saline (DPBS) e soro autdlogo, seguido de aquecimento do tubo Eppendorf
em banho-maria a 37°C. Logo ap6s o mencionado, recolheu-se, rapidamente, o conteido do
tubo Eppendorf, com pipeta de Pasteur e transferiu-se para um tubo Falcon estéril;
adicionaram-se 2 ml de soro aut6logo inativado, centrifugado e estéril ao tubo Falcon contendo
as células, com auxilio de uma pipeta de Pasteur estéril; adicionou-se DPBS estéril ao tubo
Falcon até perfazer um volume de 10 ml; centrifugou-se a 1600 rpm durante 10 minutos;
descartou-se o sobrenadante, virando num movimento Unico; adicionaram-se cerca de 2 ml de

soro autdlogo inativado, centrifugado e estéril ao precipitado de células — pellet — (cerca de 2
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ml para cada articulacdo, variando consoante a dimenséo) e, por fim, fez-se ‘up and down’ com

a pipeta de Pasteur estéril, evitando formacéo de bolhas, de forma a desfazer o pellet celular e

homogeneizar a suspenséo celular.

18 ; =

NG S o
Figura 15: Representacdo fotogréafica do
material necessario para a preparacdo de

dose de células estaminais (gentilmente
cedidas pelo CR?AL).

Figura 16: Representacdo fotogréfica do
material necessario para a preparagdo de
dose de células estaminais (gentilmente
cedidas pelo CR?AL).

1.2.1.2. Administragdo Das Células Intra-Articular

A administragdo das células intra-articular foi efetuada em ambiente assético apds

tricotomia da regido cranioventral a articulagdo em estudo (Figura 17). Foi utilizada agulha de

18 Gauge e seringa de 2ml para a administracdo. Todos os doentes, antes da administracéo

intra-articular, efetuaram o protocolo de neuroleptoanalgesia com midazolam 0,2mg/Kg, por

via intravenosa (1V) e metadona 0,3 a 0,5mg/Kg também por via IV.

Figura 17: Administracdo das células estaminais na articulagdo coxofemoral no cdo (gentilmente cedida pelo

CR?AL).

A administracdo das células ocorreu por injecdo de uma dose de células estaminais em

cada articulagdo.
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Para gque o leitor tenha um acesso mais claro e sucinto de todos os pontos descritos,
efetuou-se o algoritmo de todos os procedimentos até ao momento de administracdo intra-

articular das células estaminais, associados as modalidades de reabilitacdo (Figura 18).

Pedir/receber doses de células alogénicas da membrana sinovial ao
ICETA

Preparar e inativar o soro autélogo:

1° Colher sangue do animal recetor;

2° Transferir sangue para tubos Falcon;

3° Centrifugar a 2500-3000 rpm, 10 minutos;

4° Transferir soro para novo tubo Falcon e descartar dep6sito;
50 Colocar tubo Falcon em banho-maria a 56°C, 30 minutos;
6° Colocar tubo Falcon em gelo;

7° Filtrar soro para novo tubo Falcon.

Preparar a dose desejada (Figuras 15 e 16):

1° Aquecer banho-maria a 37°C e aquecer DPBS e soro autélogo;

2° Aquecer o tubo Eppendorf em banho-maria a 37°C;

3° Recolher o contelido do tubo Eppendorf e transferir para um tubo Falcon estéril;
4° Adicionar 2 ml de soro autélogo inativado, centrifugado e estéril ao tubo Falcon
contendo as células;

5° Adicionar DPBS estéril ao tubo Falcon até perfazer um volume de 10 ml;

6° Centrifugar a 1600 rpm,10 minutos;

7° Descartar 0 sobrenadante;

8° Adicionar 2 ml de soro autdlogo inativado, centrifugado e estéril ao precipitado de
células — pellet — 2 ml para cada articulacéo;

9° Fazer ‘up and down’ para desfazer o pellet celular e homogeneizar a suspenséao

celular
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Pre-medicagédo + Administracdo das células + Modalidades de

reabilitacdo (ondas-choque e laserterapia classe 1V)

Figura 18: Diagrama do procedimento intra-articular desde a preparacdo das células até a sua
administracdo (Original da autora).

1.2.1.3. Procedimento Da Modalidade De Ondas-Choque
Apos ainfiltracdo intra-articular das células estaminais, foram efetuadas ondas-choque
com o equipamento V1435, VersaTron 4 Paws, PulseVet (Figura 19), tendo os parametros de
energia 5 e 6 (E5 e E6) e de 600 a 1000 pulsos por minuto (ppm). Esta modalidade, realizada
apenas no dia da administracdo das células, é efetuada ap6s colocacdo de meio condutor (gel),
segundo a manobra de quatro pontos em relacéo ao centro da articulacdo, seguida da manobra

de varredura (Figura 20).

Versalr »n_4 Paws

VersaTron 4 Paws

RO

Figura 19: Equipamento PulseVet para Figura 20: Procedimento terapéutico de ondas-
modalidade de reabilitagio de ondas choque na articulagdo coxofemoral do cdo
(gentilmente cedidas pelo CR?AL). (gentilmente cedidas pelo CR?AL).

Os doentes podem demonstrar desconforto, como tal foi-lhes administrado um
farmaco hipnético, sendo este o propofol, em regime de dose-efeito, iniciando-se com a dose
de 2mg/kg e, sempre que foi necessario manter a estabilidade analgésica/anestésica, introduziu-
se a anestesia volatil com isoflurano a 1%, mas com concentracdo alveolar minima (CAM) de
0,5.

Todos os doentes foram medicados com metilprednisolona 1mg/Kg, IV, apos a
administracdo das células, de modo a prevenir reacGes anafilaticas e de hipersensibilidade tipo
I etipo Il
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1.2.1.4. Procedimento Da Modalidade De Laserterapia
A modalidade de laserterapia foi realizada com o aparelho da marca Mano Médical
LT10-3 (Figura 21), onde foi selecionado o programa, segundo as caracteristicas individuais de
cada doente, mas na categoria musculo-esquelética, com etiologia de osteoartrite. Este aparelho
corresponde a um laser classe 1V, permitindo uma penetracéo até 940 nandémetros (nm), onde
a unidade terapéutica foi de 9 a 12 joules (J), durante 5 minutos e segundo a técnica de

varredura, ao longo da articulacéo.

Figura 21: Aparelho utilizado nas sessdes de laserterapia classe IV (gentilmente cedida pelo CR?AL).

1.2.1.5. Monitorizagdo Dos Participantes Do Estudo

Os doentes foram monitorizados, ao longo do estudo, segundo a amplitude articular
das articulacdes referidas anteriormente, a massa muscular envolvente a essas articulacoes e o
exame de reabilitacdo funcional dindmico, em marcha, dirigido ao membro em estudo.
Aquando da monitorizacdo, procedeu-se a sua reavaliacdo segundo as quatro escalas acima
mencionadas: a escala de dor da Universidade de Colorado para dor crénica (Anexo 2, Figura
30); a escala de pontuacdo de grau de claudicacdo (Anexo 3, Figura 32); a escala de
classificacdo radiologica (Anexo 1, Figura 25) e a escala de presenca de osteofitose (Anexo 9,
Tabela 18).

A monitorizacgéo foi realizada no momento da admisséo (T0), ao fim de 7 dias (T1),
apos 14 dias (T2) representando a alta médica, seguido de consultas de seguimento ao fim de
30 dias da administracdo (F1), de 90 dias (F2), de 180 dias (F3), 270 dias (F4) e de 365 dias
(F5).

Para melhor compreensdo da esquematica dos diferentes procedimentos e

monitorizacOes foi efetuado o organograma da Figura 6.
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1.3.  Recolha De Dados Clinicos

Os dados recolhidos da amostra do estudo (n=8) encontram-se descritos no Anexo 12,
Tabelas 19, 26, 29 e 30, com as respetivas legendas no mesmo anexo, Tabelas 20, 21, 22, 23,
24, 25, 27 e 28. A amostra populacional contemplou variaveis, sendo elas divididas em diversos
grupos: relativamente a idade, foram distribuidos em idade igual ou inferior a 7 anos ou idade
superior a 7 anos; relativamente ao peso vivo, foram agrupados em peso inferior ou igual a
35kg, ou peso superior a 35kg; com condicdo corporal inferior ou igual a cinco ou superior a
cinco; género masculino ou género feminino; raca ndo definida ou raga definida; com
osteoartrite na articulacao coxofemoral ou na articulacdo femuro-tibio-patelar; com grau de dor
a entrada e em F5, segundo a escala de dor da Universidade de Colorado para dor crénica,
podendo variar de zero a nove; com grau da escala da dor na ultima consulta de seguimento
realizada, agrupado em dor ligeira, moderada e grave, tendo sido considerado grau 0 a 2 da
escala como dor ligeira, grau 3 a 6 como dor moderada e grau 7 a 9 como dor grave; com grau
de claudicacdo a entrada e em F5, podendo variar de zero a cinco; com grau da escala de
claudicacdo na ultima consulta de seguimento realizada, agrupado em claudicacdo ligeira,
moderada e grave, tendo sido considerado grau O a 1 da escala como claudicagéo ligeira, grau
2 a 3 como claudicacdo moderada e grau 4 a 5 como claudicagdo grave. Por fim, o estudo
também incluiu a medicdo do ROM do(s) membro(s) lesionado(s), incluindo a flexdo e a
extensdo, ao longo do tempo — a entrada (T0), até ou igual a 7 dias (T1), até ou igual a 14 dias
(T2), ap6s 30 dias (F1), apds 90 dias (F2), ap6s 180 dias (F3), apds 270 dias (F4) e apds 365
dias (F5), assim como a medicéo da massa muscular do(s) membro(s) lesionado(s), incluindo a
flexdo e a extensdo, ao longo do tempo — em TO, T1 e T2, sequidos dos momentos temporais
F1,F2, F3, F4 e F5.

O doente é considerado com reabilitacdo funcional positiva (RFP) quando a escala de
dor é classificada como ligeira na avaliagdo do ROM de flex&o e extensdo e quando o grau de

claudicacéo é classificado como ligeiro.

1.4.  Anélise Estatistica

A base de dados e analise estatistica foram elaboradas, respetivamente, através dos
programas informaticos Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft, EUA) e o programa de anélise
estatistica Statistical Package for the Social Sciences versdo 22.0 (IBM, EUA).
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A analise estatistica inferencial foi realizada para verificacdo da normalidade da
amostra, atraves do teste de Shapiro-Wilk (n < 50), considerando p>0,05 como confirmacéo da

normalidade, tanto para a idade, como para o peso dos cées.

A analise estatistica contemplou o teste one sample T test para comparacdo dos
resultados obtidos com estudos publicados previamente, no que diz respeito as medias de idade,

peso vivo e evolugdo clinica.

2. Resultados

O presente estudo foi composto por um total de oito cdes (n=8), identificados no Anexo
13, Tabela 31. Esses cdes apresentaram idades compreendidas entre 2 e 18 anos, com uma
média de 9,5 anos e mediana e moda de 8 anos. Na amostra populacional verificou-se que
37,5% (3/8) dos cdes tinha idade inferior ou igual a 7 anos e 62,5% (5/8) idade superior a 7
anos. Relativamente a idade, verificou-se uma distribui¢cdo normal, quer pelo teste de Shapiro-

Wilk (W(8)=0.926, p=0.477), quer pela semelhanca entre média, moda e mediana.

Na categoria peso, compreendida entre 15 e 55,5Kg, verificou-se uma média de 35,63
Kg, com mediana de 37, com 50% (4/8) dos cées com peso inferior ou igual a 35 Kg e 50%
(4/8) com peso superior a 35 Kg, portanto a distribuicdo foi normal, comprovada também pelo
teste de Shapiro-Wilk (W(8)=0.938, p=0.589).

Quanto a escala de condicdo corporal, com resultados compreendidos entre 5 e 8,
chegou-se a uma média e mediana de 6,5. De entre o total de caes, 50% (4/8) enquadra-se na
categoria inferior ou igual a cinco, estando os outros 50% (4/8) na categoria superior a cinco,

demonstrando o balanceamento dos dados.

Na Tabela 8 encontram-se sumarizados o0s resultados quanto as categorias

quantitativas continuas de idade e de peso vivo.

Tabela 8: Dados estatisticos referentes a idade e ao peso vivo dos caes (Original da autora).

Idade, Peso Vivo e Condicéo Corporal
Média | Mediana | Moda Desv~|o SEM* Variancia
Padrdo
ldade 9,5 8 8 571 2,02 32,57
Peso 35,63 37 - 13,91 4,92 193,48
Vivo

* SEM: Standard error of mean.
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Relativamente ao género observou-se que 75% (6/8) foram do sexo feminino e 25%

(2/8) do sexo masculino.

Quanto a raga, foram considerados de ragca ndo definida 25% (2/8) da amostra
populacional, contrastando com 75% (6/8) de raca definida. Entre os cdes de raca definida
(n=6), embora a amostra seja representada por uma panoplia de racas, a maior prevaléncia foi
de 33,3% (2/6) Pastor Alemao. Alem disso, verificou-se que 16,7% (1/6) eram da raca
Boiadeiro de Berna, 16,7% (1/6) Pastor Belga, 16,7% (1/6) Pastor dos Pirenéus e 16,7% (1/6)

Labrador Retriever.

Relativamente a localizacdo da lesdo, 25% (2/8) dos cdes tinham osteoartrite na

articulacdo femuro-tibio-patelar e 75% (6/8) na articulagdo coxofemoral.

O gréfico da Figura 22 permitiu constatar que 100% (8/8) dos caes apresentou dor
grave em TO, em T2 62,5% (5/8) cées apresentaram dor moderada e 37,5% (3/8) apresentaram

dor grave e todos os cées (n=4) que se apresentaram em F5 (365d) apresentaram dor ligeira.

Escala de dor Dor grave
Dor moderada
Dor ligeira
EY
b
g
z
o I = 11 =7 Tempo || =6 I =6 M n=5 1, B
; . JL JL - JL = I - S
Entrada 7 dias 14 dias 30 dias 00 diag 180 dias 270 dias 365 dias
TO0 T1 T2 F1 F2 F3 F4 F3

Figura 22: Evolucdo da escala de dor ao longo do estudo (Original da autora).

Na Tabela 9 evidenciam-se os resultados estatisticos relativamente a escala de dor, em

TO e na ultima consulta de seguimento de cada doente.
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Tabela 9: Dados estatisticos referentes a escala de dor dos cdes, em TO e na uUltima consulta de

seguimento de cada doente (Original da autora).

Escala de dor (ED)
) ) Desvio o
Média | Mediana | Moda 5 SEM* Variancia
Padrdo

T0 9 9 9 0 0 0
Ultima

consultade | 2,5 2 - 2,67 0,95 7,14
seguimento

*SEM: Standard error of mean.

O grafico da Figura 23 demonstrou que 100% (8/8) dos caes apresentou claudicacao

grave em TO, em T2, 75% (6/8) dos cdes apresentaram claudicacdo moderada e 25% (2/8)

apresentaram claudicacao ligeira e todos os cées (n=4) que se apresentaram em F5 apresentaram

claudicacéo ligeira.

Escala de Claudicacio

Numero de animais

u=g 1 =T | (Tempor=t | =6 I =5 =
Entrada 7 dias 14 dias 30 dias 00 diax 180 dias 270dias 363 dias

T0 T1 T F1 F2 F3 F4 F5

Claudicacéo grave
Claudicacdo moderada

Claudicacéo ligeira

Figura 23: Evolucgdo da escala de claudicag8o ao longo do estudo (Original da autora).

Na Tabela 10 evidenciam-se os resultados estatisticos relativamente a escala de

claudicacdo, em TO e na ultima consulta de seguimento de cada doente.
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Tabela 10: Dados estatisticos referentes a escala de claudicacdo dos cdes em TO e na Ultima consulta
de seguimento de cada doente (Original da autora).

Escala de Claudicacédo (EC)
) ) Desvio o
Média | Mediana | Moda 5 SEM* Variancia
Padrdo
T0 5 5 5 0 0 0
Ultima
consultade | 1,63 15 3 1,30 0,46 1,7
seguimento

*SEM: Standard error of mean.

O tempo até a obtencdo de funcionalidade foi condicionado pelo grau de dor e de
claudicacdo apresentados pelos doentes em estudo, tendo-se verificado que, quanto a dor, 75%
(6/8) atingiram a RFP ao longo do tempo de estudo, enquanto 25% (2/8) ndo atingiram, embora
tenham saido do estudo em T2 (14d) e F1 (30d). Em média, em n=6, foram necessarios 185,8
dias para obter RFP (entre 30 e 365d).

Relativamente a claudicacdo, 62,5% (5/8) dos doentes atingiram a RFP ao longo do
tempo de estudo e 37,5% (3/8) nao obtiveram, pois dois sairam em T2 (14d) e F1(30d) e o outro
em F3 (180d) com dor ligeira, obtida em F1 (30d). Em média, os cinco doentes referidos

demoraram 29,6 dias a atingir melhoria para claudicacéo ligeira (entre 14 e 60 dias).

Considerando a Gltima consulta de seguimento realizada a cada doente, relativamente
a escala da dor, 50% (4/8) apresentaram dor ligeira, 37,5% (3/8) apresentaram dor moderada e
12,5% (1/8) apresentaram dor grave. Quanto a claudicacdo, 50% (4/8) apresentaram
claudicacéo ligeira e 50% (4/8) apresentaram claudicagdo moderada.

A Tabela 11 evidencia os valores maximos e minimos nos momentos temporais de TO,
T2 e Gltima consulta de seguimento por doente, tanto do ROM, como da massa muscular. O
ROM, em TO, teve variacdo dos valores entre 45° e 94° a flexdo e entre 114° e 170° & extensao
e a massa muscular compreendida entre 18 cm e 44 cm. Em T2, os valores a flexdo foram entre
28° e 74° e & extensdo entre 120° e 170°, com massa muscular entre 21 cm e 44,1 cm. Na ultima
consulta de seguimento de cada doente, os valores a flexdo foram entre 26° e 70° e a extensao
entre 114° e 170°. A massa muscular nessa ultima consulta de seguimento foi compreendida
entre 20 cm e 54 cm. Além disso, também é possivel verificar na Tabela 11 os valores obtidos
de ROM e de massa muscular, considerando a articulagéo lesionada.
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Tabela 11: Evolucdo de ROM e de Massa Muscular em T0, T2 e na Gltima consulta de seguimento de
cada doente (Original da autora).

ROM Massa Muscular

Flexao Extensao

TO — Articulagéo

- 45-90° 128-160° 18-37cm
femuro-tibio-patelar

T2 — Articulagéo

L 28-50° 158-170° 21-38cm
femuro-tibio-patelar

Ultima consulta de
seguimento —
Avrticulacdo femuro-
tibio-patelar

26-60° 158-170° 20-49cm

TO — Articulacao

52-94° 114-17Q° 32,5-44cm
coxofemoral

T2 — Articulacéo

38-74° 120-165° 29-44,1cm
coxofemoral

Ultima consulta de
seguimento —
Articulagéo
coxofemoral

38-70° 114-165° 9-54cm

melhorou | | piorou nem melhorou, nem piorou

No Grafico 4 esta representada a média do ROM em relacdo a articulagdo coxo-
femoral de todos os caes, havendo uma melhoria evidente entre TO e T1, tanto a extensao, como
a flexdo, tendo-se mantido em T2. No entanto, ao longo das consultas de seguimento, verificou-

se uma ligeira regressé&o.
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ROM (Articulagao Coxofemoral)
160
140
120
100

20 n=6 n=6 n=6 =6 n=>5s n=>5 n=>5 n=4

60 —

40

20

Entrada 7 dias 14 dias 30 dias 90 dias 180 dias 270 dias 365 dias
TO T1 T2 F1 F2 F3 F4 F5

Meédia ROM Flex3do = Média ROM Extensdo

*n:ndmero de cdes presentes na avaliacdo. T: Tempo. F: Follow-up/consulta de seguimento.

Gréfico 4: Média do ROM (flexdo/extensdo) dos cées que administraram células estaminais na
articulagdo coxofemoral (Original da autora).

No Grafico 5 encontra-se representada a média do ROM relativamente a articulacao
femuro-tibio-patelar de todos os caes, havendo uma melhoria evidente entre TO e T1, tanto a
extensdo, como a flexdo, tendo-se mantido em T2. No entanto, ao longo das consultas de

seguimento, verificou-se uma ligeira regresséo, no caso da flexao.

ROM (Articulagdo Femuro-tibio-patelar)

180
160
140
120
100 n=2 n=2 n=2 n=2 n=1 n=1 n=0 n=0
80
60 \
40 — e
20
Entrada 7 dias 14 dias 30 dias 90 dias 180 dias 270 dias 365 dias
T0 i3 T2 F1 F2 F3 F4 F5
— édia ROM Flexdo Média ROM Extensdo

*n: numero de cées presentes na avaliagdo. T: Tempo. F: Follow-up/consulta de seguimento.

Gréfico 5: Média do ROM (flexdo/extensdo) dos cdes que administraram células estaminais na
articulacdo Femuro-tibio-patelar (Original da autora).
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Nos graficos seguintes encontram-se representadas as médias da massa muscular de
todos os caes, tanto relativa a articulagcdo coxofemoral (Grafico 6), como a articulacdo femuro-
tibio-patelar (Gréfico 7), demonstrando uma constancia nos resultados até T2, a seguir a qual

houve uma melhoria evidente ao longo do estudo.

Massa Muscular (Articulagao Coxofemoral)

41
40
39
38
37
36

35

n=6 n=6 n=6 n=6 n=>3 n=>5 n=>5 n=4
34 . . ;
Entrada 7 dias 14 dias 30 dias 90 dias 180dias 270 dias 365 dias
TO T1 T2 F1 F2 F3 F4 F5

n: ndmero de cdes presentes na avaliagdo. T: Tempo. F: Follow-up/consulta de seguimento.

Gréfico 6: Média da Massa Muscular dos cées que administraram células estaminais na articulagao
Coxofemoral (Original da autora).

Massa Muscular (Articulagao Femuro-tibio-patelar)

n=2 n=2 n=2 n=2 n=1 n=1 n=0 n=0
Entrada 7 dias 14 dias  30dias  90dias 180 dias 270 dias 365 dias
TO T1 T2 F1 F2 F3 F4 F5

n: ndmero de cdes presentes na avaliagdo. T: Tempo. F: Follow-up/consulta de seguimento.

Gréfico 7: Massa Muscular dos cées que administraram células estaminais na articulagcdo Femuro-tibio-
patelar (Original da autora).

O presente estudo foi composto por 8 cdes (n=8), dos quais apenas 50% (4/8)
compareceram as consultas até aos 365 dias apos a administracdo das células estaminais (F5).
Dos 4 cdes (n=4) que ndo compareceram a todas as consultas de seguimento, 50% (2/4)
faleceram, 25% (1/4) emigrou e 25% (1/4) teve rutura de ligamento cruzado, tendo faltado a

ultima consulta de seguimento (Figura 24).
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TO: n=8
T1: =8
T2: =8 K__’“\

1 c8o emigrou

F1: =7 fﬁ\

1 cdo morreu

F2: n=6

F3: n=6 K—\V

1 c8o morreu

s s T N

1 cdo com ocorréncia

- rutura de ligamento

F5: n=4 cruzado

Figura 24: Representacdo esquematica do numero de animais ao longo dos diversos momentos
temporais (Original da autora).

O grafico 8 demonstra a média calculada relativa a escala de dor dos cées ao longo do
estudo. Em TO, a média da classificacdo de dor foi dor grave (grau 9). Até F3, a média da escala
da dor decresceu (grau 2), aumentando em F4 (grau 3). Em F5, n=4, demonstrou a média da
escala de dor proximo de zero, demonstrando total melhoria dos cées, ficando apenas com dor

ligeira no final do estudo.
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Média de escala de dor

o n=8 n=8 n=8 n=7 n=6 n=6 n=>5 n=4
Entrada 7 dias 14 dias 30 dias 90 dias 180 dias 270 dias 365 dias
TO T1 T2 F1 F2 F3 F4 F5

Gréfico 8: Média de escala de dor dos cées ao longo do estudo (Original da autora).

No gréafico 9 observou-se a média relativa a escala de claudicacdo dos cées ao longo
do estudo. Em TO, n=8 apresentou média na escala de claudicagdo grave (grau 5). Em T1,
verificou-se uma melhoria acentuada, com valores médios na escala de claudicacdo de grau 2,
tendo continuado sempre a decrescer até F3 (grau 1). Em F4, a média sofreu um aumento,
passando para grau 1,5. Em F5, com n=4, a média da escala de claudicacdo chegou préximo de

zero, demonstrando melhoria exuberante dos 4 caes, ficando apenas com claudicagéo ligeira.

Média de escala de claudicacido

n==8 n=8 n=_8 n=7 n=6 n=6 n=5 n=4
Entrada 7 dias 14 dias 30 dias 90 dias 180 dias 270dias 365 dias
TO T1 T2 F1 F2 E3 F4 F5

Graéfico 9: Média de escala de claudicagdo dos cées ao longo do estudo (Original da autora).
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A realizacdo de testes Chi-quadrado para as variaveis em estudo permitiu verificar
auséncia de associacdo significativa (p>0,05) entre as variaveis qualitativas binomiais “Idade”,
“Peso vivo”, “Condi¢do corporal”, “Género”, “Raca”, “Localizagdo da lesdo”, com os
resultados obtidos na ultima consulta de seguimento de cada doente, tanto para a escala de dor,

como de claudicacéo.

3. Discusséo

A amostra populacional do presente estudo, em relagdo a presenca de OA apenas em
doentes considerados séniores, apresenta um fator de diferenciacdo, pois, no presente estudo,
37,5% (3/8) foram compreendidos em idade inferior ou igual a 7 anos, sendo possivel o
aparecimento em animais jovens/adultos, estando de acordo com Johnston, 1997; Harman et
al., 2016 e Pinna, Lanzi, Cordella, & Diana, 2019. No presente estudo, a média de idades foi
de 9,5 anos, o que vai ao encontro de estudos como o de Barale et al., em 2020. Pelo contrario,
outros estudos referem idade média mais baixa, como o estudo de Marshall et al., 2010 com

média de idade 6,8 anos e o estudo de Sample et al., 2017, com média de idade 5,5 anos.

Em relacdo a média de peso vivo do presente estudo, tendo sido esta de 35,6 Kg, esta
de acordo com diversos estudos, cujas médias rondam os 30Kg (Cuervo et al., 2014; Harman
et al., 2016; Sample et al., 2017; Pinna et al., 2019). Contudo, Barale et al., 2020 demonstrou
uma média de peso vivo inferior, potencialmente devido ao facto de ter incluido mais fémeas
do que machos no seu estudo, para além de ter incluido racas de menor tamanho como Pug e

Pinscher.

J& na medicina humana existe uma correlacdo entre a prevencdo da OA e 0 aumento
do peso em relacdo ao peso standard, assim como niveis de obesidade (mais de 20% do peso
ideal - Marshall et al., 2010), tendo-se em consideragdo a obesidade e a prevaléncia de OA na
articulagdo coxofemoral, por influéncias biomecanicas (Murphy et al., 2016). O mesmo ocorre
entre obesidade e a presenca de OA na articulacdo coxofemoral, em cdes, podendo estar
interrelacionado com a presenca e formacdo de ostedfitos periarticulares na respetiva
articulacdo. Pelo contrario, ndo existem estudos que mostrem uma relagdo de significancia entre
a obesidade e a OA da articulacdo femuro-tibio-patelar (Kealy et al., 2000). Apesar disso, 0
facto de os animais terem condicdo corporal mais elevada, serd também um parametro a
dificultar melhorias evidentes tanto em termos de sintomatologia, como em termos de ROM e

massa muscular (Sullivan et al., 2013).
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Foi realizado o One Sample T Test para comparacdo de médias quanto a idade e peso

vivo, comparativamente com bibliografia consultada, em relacdo aos resultados obtidos.

Um dos estudos comparativos foi o de Catarino e colaboradores, em 2020, que utilizou
uma amostra incluindo caes de idade media de 11 anos, obtendo no One Sample T test t(7)=-

0.743, p=0.481, podendo afirmar que ambas as amostras nao sdo diferentes.

Ainda relativamente ao estudo de Catarino, ambos os estudos demonstram melhoria
ao longo do tempo, sendo referido para a comparacao, o dia 90, indicando que, no estudo de
Catarino, a reducdo foi de cerca de 2 graus. Ja no nosso, no mesmo tempo, a grande maioria
decresceu o grau de claudicacdo superior a 2. Em relacdo a dor, os doentes do referido estudo
demonstraram linear doloroso mais elevado, devendo ter em consideracdo o grau 9 da escala
de dor em todos os doentes, no momento da admissdo ao estudo. Apesar de ambos os estudos

serem de medicina regenerativa, no de Catarino foi utilizado plasma rico em plaquetas.

Na comparacdo do presente estudo com o estudo de Cuervo et al., 2014 (onde foram
administradas células estaminais), o p value, utilizando o One Sample T Test, foi t(7)=2.518,
p=0.04, indicando significancia, resultante e podendo ocorrer diferencas entre as médias das
idades para os respetivos grupos. Ja no que se refere ao peso, 0 mesmo teste indica que ndo
existem diferencas podendo, deste modo, comparar os grupos (t(7)=0.147, p=0.887), indicando
gue em ambos se observaram melhorias, embora o seguimento para Cuervo et al., 2014 foi até
6 meses enquanto que em n=4 do nosso estudo foi de 12 meses, sugerindo a continuacdo da

recuperacdo fisica.

N&o se observou correlacdo estatisticamente significativa entre a presenca de OA e 0
género nos diversos estudos, embora ocorra tendéncia para que as fémeas apresentem maior
prevaléncia com ou sem obesidade associada a OA do que os machos (Harman et al., 2016;
Kalamegam et al., 2018; Pinna et al., 2019; Barale et al., 2020). Quanto a racga, ndo existe
predisposicdo até porque surgiu uma pandplia de ragas, contudo existe prevaléncia para as racas
superiores a 25 Kg, tais como Pastor Alemé&o, Labrador Retriever, Golden Retriever e Cane
Corso (Marshall et al., 2010; Sample et al., 2017; Pinna et al., 2019; Barale et al., 2020). No
estudo da dissertacéo as racas incluem exemplos como o Pastor Alemao e o Labrador Retriever,
como mencionado na literatura acima referida. Além disso, os estudos referidos anteriormente
sugerem maior prevaléncia de cdes de raca definida, face aos de raca indefinida, como

comprovado no nosso estudo.
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Como podemos suspeitar, os calculos precisos da dor e da claudicacdo sdo
extremamente subjetivos! Tendo em conta a literatura, observacdo de posturas e
comportamentos ndo serd igual para todos os observadores, mesmo sendo estes clinicos
experientes (Vilar et al., 2016). Acrescento que mesmo um sO observador podera ter opiniGes
diferentes face a um mesmo aspeto devido a dificuldade que € caracterizar uma postura ou
comportamento de um animal. Para além disso, estudos referem que para diferentes animais,
h& comportamentos diferentes, tendo por base 0 mesmo tipo de dor - cdes de pequeno porte tém
tendéncia a ndo apoiar os membros (especialmente os pélvicos), procurando evitar a dor, ao
contrario dos de grande porte que continuam a apoiar os membros no solo, procurando
redistribuir o peso para o contralateral, aliviando a dor (Vilar et al., 2016). — facto esse que vai

ao encontro do que foi observado ao longo do estudo, tendo em conta a casuistica apresentada.

As células mesenquimatosas sdo consideradas, por alguns autores, as mais corretas
para medicina regenerativa (Kang et al., 2012; Guercio et al., 2013; Yaneselli et al., 2018). O
presente estudo tem como recurso as células mesenquimatosas alogénicas, com origem no
tecido sinovial, apesar de ndo serem as que apresentam menor risco de complicagdes (Mizuno,
Tobita, & Uysal, 2012), embora seja dificil determinar quais as melhores candidatas (Murata et
al., 2020).

Apesar do tipo de células utilizado poder néo ter sido o0 mais seguro, ndo se observaram
efeitos secundarios, nem sinais de alergia cutanea como o referido em Shah et al., 2018,
mantendo, possivelmente, o objetivo da diferenciacdo das referidas células, em condrécitos,
ostedcitos e adipdcitos (Rodriguez-Jiménez et al., 2012), de modo a reduzir a degradacdo e
degeneracdo das superficies articulares (Guercio et al., 2012). Além do referido, nenhum dos
nossos caes desenvolveu infecBes articulares ap6s a administracdo das células, em contraste

com Perkins et al., 2018.

O presente estudo refere um protocolo de medicina regenerativa com a aplicacéo de
células estaminais mesenquimatosas de origem alogénica, tendo sido comprovado em estudo
laboratorial que as celulas mesenquimatosas alogénicas podem reduzir a degradagdo e
degeneracdo da cartilagem (Mei et al., 2017), sendo necessario comprovar a sua eficacia ao
longo do tempo. Este facto levou ao prolongamento das consultas de seguimento do nosso
estudo até 365 dias.

De acordo com varios estudos (Caplan, 2007; Black et al., 2008, Guercio et al., 2012;

Shah et al., 2018), na populacao estudada foram aplicadas o mesmo tipo etioldgico de células
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de origem alogénica numa panoéplia de racas, tendo utilizado como variaveis de resposta a
escala de dor e a escala de claudicacdo. Em todos eles se verificou que o procedimento foi

seguro e eficaz, obtendo melhoria quanto a qualidade de vida

O estudo presente segue a linha orientativa, quanto ao método utilizado, com o estudo
de Shah et al., 2018, pois este Ultimo refere que a administragéo intra-articular é superior quanto
a eficdcia, em relacdo a administracdo intra-venosa, embora o seu estudo ndo apresente

seguimento ao longo do tempo.

O presente estudo indica melhorias em relacdo a TO durante 365 dias em, pelo menos,
4 cdes, contrastando com Zeira et al., 2018, que indica que o uso da medicina regenerativa com
células estaminais mesenquimatosas reduz a dor e melhora a funcionalidade pelo menos até os
6 meses, principalmente se na entrada ao estudo a gravidade da OA seja elevada. Em ambito
clinico, a avaliacdo da evolucdo das escalas de claudicacdo/dor, ROM e massa muscular sao
essenciais, tendo grande parte dos estudos apenas consultas de seguimento até os 6 meses
(Black et al., 2008; Guercio et al., 2012; Vilar et al., 2013; Cuervo et al., 2014; Marx et
al.,2014; Vilar et al., 2014; Harman et al., 2016; Gugjoo et al., 2019; Alves, Santos, Jorge,
Lavrador, & Carreira, 2020), sendo essencial concluir, para além de considerar a terapéutica
adjuvante ao tratamento convencional, conhecer o seu efeito por mais de 6 meses, acreditando
serem primordiais as consultas de seguimento ao longo do tempo (Matas et al., 2018; Kim et
al., 2019; Lee et al., 2019).

No estudo da dissertacdo, apenas se recorreu a uma administragdo intra-atricular de
células, tendo pretendido potenciar a sua acdo com as modalidades de reabilitacdo. Uma Unica
administracdo foi observada em Lee et al., 2019, concluindo que algumas pessoas obtiveram
melhorias apds os 6 meses, colocando-nos a pensar se a evolugdo obtida pelas varias variaveis
de resposta todas em linhas ascendentes sdo devido a administracdo intra-articular das células
mesenquimatosas, ou as modalidades de regeneracdo e reabilitacdo animal ou, ainda, a

associacdo de ambas.

A comparacgao com os estudos de medicina humana deveu-se ao facto de ambos terem
em comum a doenga degenerativa articular crénica, podendo, deste modo, potenciar a vertente
de estudos em ambas as espécies (Zucconi et al., 2010; Sasaki et al., 2018; Menon et al., 2019).
Sendo os estudos em medicina veterinaria escassos, verificou-se que, tal como em medicina

humana (Pak et al, 2011), o ROM de flex&o e extensdo aumentou em amplitude de TO até F5.
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Nos resultados do nosso estudo, podemos verificar a média do ROM flexdo e extensao
nas articulacdes coxofemoral e femuro-tibio-patelar, obtendo melhoria entre TO e T1, seguida
de constante melhoria até & Gltima consulta de seguimento. A apresentacéo de linha progressiva
da capacidade funcional, mantendo este efeito lento e méximo até 365 dias, est4 de acordo com
o verificado por Orozco et al., 2013, na medicina humana, assim como em estudos laboratoriais
(Kondo et al., 2017; Zellner et al., 2017).

No nosso estudo foi possivel observar que a média da massa muscular dos caes, em
ambas as articulacdes, melhora a partir de T1 (tendo sido exponencial entre T2 e F1) até a Gltima
consulta de seguimento, ndo estando de acordo com Coleman et al., 2010, da medicina humana,
pois, para estes investigadores, é sugerido que as células tém capacidade limitada quanto a
diferenciacdo miogénica, logo ponderada justificacdo com analise cuidadosa pode sugerir as

modalidades regenerativas de reabilitacdo como uma das possiveis causas para tal efeito.

No estudo da dissertacdo ndo foram avaliadas relagOes significativas (teste Chi-
quadrado) entre a idade e a RFP, como é referido na medicina humana por Ruiz et al., 2015 e
Dudics et al, 2009. A recuperacdo notdria quanto a RFP sugere indicar que a aplicacdo da
medicina regenerativa 0 mais rapido possivel serd fundamental para o novo paradigma de

recuperacdo da cartilagem (McGonagle, Baboolal, & Jones, 2017; Gugjoo et al., 2019).

No nosso estudo, os cdes com idade igual ou inferior a 7 anos apresentaram melhorias
mais exuberantes, 0 que esta de acordo com o que Shah et al., 2018 refere, refletindo que ha
melhorias mais acentuadas nas escalas de dor e claudicacao e, portanto, com uma doenga menos
avancada e uma articulacdo menos desgastada em animais mais jovens, quando comparados

com os mais velhos e com um maior nivel de cronicidade.

Tendo em conta a literatura, pensa-se cada vez mais noutro tipo de estratégias como a
de associar as células estaminais a outro tipo de terapéutica, como a associacdo com plasma
rico em plaquetas, ja que um efeito muito mais duradouro foi demonstrado na literatura (Vilar
et al., 2013; Vilar et al., 2014). Apesar disso, observou-se que poucos ou nenhum estudos
associassem as modalidades de regeneracdo e reabilitacdo funcional com a medicina
regenerativa de células estaminais, sendo o presente estudo pioneiro na tematica. Para alem
disso, o presente estudo preliminar e inovador obteve caracteristicas de seguranca, tolerancia e
eficacia, apesar do numero reduzido da amostra, conseguindo diminuir as abordagens
farmacologicas da dor. Nos resultados do estudo foi verificado, em relacao a escala de dor, uma

evolucéo de 100% de dor grave em TO, para 100% em F5 de dor ligeira, estando de acordo com
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a escala de claudicacéo, indicando 100% de claudicacdo grave em TO e 100% de claudicacao
ligeira, em F5, comprovando assim que a elaboracéo deste estudo preliminar permitiu bem-

estar aos doentes.

Como limitagdes ao estudo inclui-se a ndo elaboracéao do critério de satisfacdo por parte
dos tutores, assim como a aplicabilidade de células alogénicas, em vez de aut6logas, uma vez
que eram as que o laboratorio tinha disponiveis e que estava a testar a sua implementacao. Além
disso, o facto de ndo se ter incluido a ressonancia magnética também se considera uma
limitacdo, pois esta € considerada a técnica de imagiologia mais importante para avaliar a
degradacéo da cartilagem (Venkatalaxmi, Padmavathi, & Amaranath, 2004; Guermazi et al.,
2015; Zhao et al., 2019), como referido na medicina humana (Song et al., 2018). Outra
limitacdo passa por ter presente como variaveis de resposta a escala de dor e a de claudicagdo
sem ter a concordancia entre inter-observadores e intra-observadores, para promover reducgéo
da subjetividade inerente a ambas (Vilar et al., 2016). O mesmo pode ser referido quanto ao
ROM e a massa muscular (Egger et al., 2014; Millis & Levine, 2014).

4. Conclusao

O presente preliminar Coorte prospetivo estudo demostrou quanto ao protocolo
multimodal de modalidades de reabilitacdo funcional e de medicina regenerativa atraves das
células estaminais mesenquimatosas alogénicas ter sido eficaz, tolerante, repetivel e seguro.
Para além disso, permitiu concluir que através das consultas de seguimento ao longo do tempo,
durante 365 dias, foi possivel encontrar qualidade de vida e bem-estar, tendo reduzido a dor e
a claudicacdo para niveis residuais. Deste modo, a avaliacdo prolongada da resposta a

terapéutica instituida sera importante para a pratica clinica.
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Anexos

Anexo 1: Sistemas De Classificacdo Desenvolvidos Para Osteoartrite Canina

Grau 0 Normal

Grau | Estreitamento do espaco articular duvidoso e
possivel ostecfitos na borda

Grau I Possivel estreitamento do espaco articular e os-
teofito definido

Grau lll  Definido estreitamento do espago articular, mul-

tiplos ostecfitos moderados, alguma esclerose
subcondral e possivel deformidade do contor-
no 0sseo

Grau IV Notavel estreitamento do espaco articular, se-

vera esclerose subcondral, definida deformida-
de do contorno dsseo e presenga de grandes
osteofitos

Figura 25: Classificacao radioldgica de osteoartrite de Keellgreen e Lawrence.

Tabela 12: Classifica¢do de Osteoartrite, segundo Kellgren e Lawrence (Adaptado de Shah et al., 2018).

Grau de OA Caracteristicas Radiograficas OA
0 Sem alteracdes Sem evidéncia de OA
1 Osteofitos diminutos Duvidoso
2 Osteofitos definidos Minimo
3 Espaco articular diminuido Moderado
4 Espaco articular muito reduzido + Evidente
esclerose do 0sso subcondral + ostedfitos
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Anexo 2: Escalas De Dor Em Céaes

Nenhuma Leve Moderada Grave

Figura 26: Escala Visual Analdgica (VAS) (Adaptado de Gaynor & Muir, 2015).
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EEEES university of Melbourne Pain Scale (UMPS)

CATEGORY DESCRIPTOR SCORE
1. Physiologic data
a Physioiogic data within reference range 0
b. Dilated pupils 2
¢. Choose only one Percentage increase in heart rate relative 1o
preprocedural rate
>20% 1
>50% 2
>100% 3
d. Choose only one Percentage increase in respiratory rate relative
to preprocedural rate
>20% 1
>50% 2
>100% 3
e Rectal temperature exceeds reference range 1
f. Salivation 2
2. Response o paipation No change from preprocedural behavior 0
(choose only one) Guards/reacts’ when touched 2
Guards/reacts” before touched 3
3. Activity (choose only one) Al rest: sieeping 0
Al rest: semiconscious 0
Al rest: awake 1
Eating 0
Restless (pacing continuously, getting up and 2
down)
Rolling, thrashing 3
4. Mental status (choose only  Submissive 0
one) Overtly friendly 1
Wary 2
Aggressive 3
5. Posture
a Guarding or protecting affected area (inciudes 2
fetal position)
b. Choose only one Lateral recumbency 0
Sternal recumbency 1
Sitting or standing, head up 1
Standing, head hanging down 2
Moving 1
Abnormal posture (e.g., prayer position 2
or hunched back)
6. Vocalizationt {choose only  Not vocaizing 0
one) Vocalizing when touched 2
Intermittent vocalization 2
Continuous vocaiization 3

Figura 27: Escala de Dor da Universidade de Melbourne (Adaptada de Gaynor & Muir, 2015).
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82N Short Form of the Glasgow Composite Measure
Pain Scale

Dog's name Dste 7 1  Time

Hospitai Number
Procedure or Condition

I Mo 56005 Dow S Crtk e SPOTErats J0US 1 ach M2 ard Sum Tt 10 pve e Kal Soone

A. Look at dog In Kenned

Is the dog

[ )

Cuet o ignorng any wound or pandad area ]

Crying or whimpenng 1 Lockng at wound or parhud area 1

Groanieg 2 Lickng woanc or pankd area 2

Scraaming 3 Rubteng wound or painfl e 3
Chewing wound or pariul area. <

In the case of spinal pehee o mulighe B Fractres. o whire SSSB1E0CE 1§ reqursd 10
ad locomoton 6o Not camy cut section B and proceed 1o C
Ploase tick F this is the case || then proceed 1o C

B Put lead on dog and isad cut of the C. ¥it has s wound or painful area
xanned inchading abdomen. apply gentle
When the dog rissswalks = 27 pressure 2 inches round the site
nm;- ° Does ¢?

Lame 1 )

Siow or refuctant 2 Do nothing []

o 3 Look round 1

2 refuses 1 move ' Firch 2z
Growl or guard srea 3
Sreo 4
Cry 5

D. Overall
Is the dog? Is the dog?
™ )

Happy and or hagpy and 2] ©  Comfomte o
Cuse ! Unsettes 1
INGITerant of NON-MSPONSVE 10 SUTANGNgs 2 Rastess 2
NOrvous oF anxicus o feads 3 Hunched orense 3
Degressed of nCn-cesgonsse 10 SMUBIY 4 Rgo <

Total Score (i+ii+iii+ivivevi) =

Figura 28: Escala composta de dor de Glasgow — Forma abreviada (Adaptada de Gaynor & Muir,
2015).
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- =

Veterinary Medical Centar
Canine Acute Pain Scale

T Loow3 encomicrate wrer wEry

T ey whempmr = vy ave Ty bk or ml

Figura 29: Escala de Dor da Universidade de Colorado — para dor aguda (Gaynor & Muir, 2015).
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Figura 30: Escala de Dor da Universidade de Colorado — para dor Crénica (Gaynor & Muir, 2015).

\
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Tetavsmwe: [ | /[ [ 1/[T]
wra s Yeu Patient/Study ID#
Canine Brief Pain Inventory (CBPI)

Description of Pain:
Rate your dog's pain.

1. Fill in the oval next to the one number that best describes the pain at its worst in the last 7 days.
00 O1I ©O2 O3 O4 O5 O6 ©O7 O ©O9 O
No Pain Extreme Pain

2 Fill in the oval next to the one number that best describes the pain at its least in the last 7 days.
O0 Ol O2 ©O) O4 O O6 O7 O O9 O
No Pain Extreme Pain

O0 O1I ©O2 O} ©O4 O5 O6 O7 O O9 O
No Pain Extreme Pain

4. Fill in the oval next to the one number that best describes the pain as it is right now.
00 Ol O2 O3 O4 OS5 O6 O7 O ©O9 ON
No Pain Extreme Pain

Description of Function:

Fill in the oval next 1o the one number that describes how during the past 7 days pain has interfered
with your dog's:

5. General Activity
00 Ol O2 O O4 OS O6 O7 O O9 OW
Does not Completely
Interfere Interferes
6. Enjoyment of Life
OO0 O1I O2 O) O4 OS5 O6 O7 O% O9 OW
Does not Completely
Interfere Interferes

3. Fill in the oval next o the ona number that best describes the pain at its average in the last 7 days.

Teawvspwe [ 11/ T]/[T]
Lol Patient/Study ID#

of Function d)

Fill in the oval next to the ona number that describes how during the past 7 days pain has interfered with
your dog's:
7. Ability to Rise to Standing From Lying Down
00 OI 02 O3 ©O4 O5 O6 O7 O 09 Ol

Does not Completely
Interfere Interferes
8. Ability to Walk
00 OI O2 O3 O4 OF O6 O7 O8 O9 O
Does not Completely
Interfere Interferes
9. Ability to Run
00 OI O2 O3 O4 OF O6 O7 O8 09 OW0
Does not Completely
Interfere Interferes

10. Ability to Climb Up (for example Stairs or Curbs)
00 Ol O2 O3 O4 O O6 O7 Of 09 OW0

Does not Completely
Interfere Interferes
Overall Impression:
11. Fillin the oval next 1o the gne response best describes your dog's overall quality of ife over
the last 7 days?

O Poor O Fair O Good O Very Good O Excellent

Figura 31: Canine Brief Pain Index (Adaptada de Gaynor & Muir, 2015).

Anexo 3: Sistemas De Pontuacdo Do Grau De Claudicagéo

Box 10-1

Lameness Score (Applied

Separately at a Walk and a Trot)

0: Normal
1: Slight, intermittent lameness

2: Obvious weight-bearing lameness
3: Severe weight-bearing lameness

4: Intermittent non—weight-bearing lameness
5: Continuous non—weight-bearing lameness

Figura 32: Pontuagéo de grau de claudicagédo (Millis & Levine, 2014).

Degree of lameness (stance)
Orthopedic

Degree of lameness (walk)

Degree of lameness (trot)

lameness

0 = Normal stance

0 = No lameness/weight-bearing
on all strides observed

0 = No lameness/weight-bearing
on all strides observed

1 = Slightly abnormal stance
(partial weight-bearing)

1 = Mild subtle lameness with
partial weight-bearing

1 = Mild subtle lameness with
partial weight-bearing

2 = Moderately abnormal stance
(toe-touch weight-bearing)

2 = Obvious lameness with
partial weight-bearing

2 = Obvious lameness with
partial weight-bearing

3 = Severely abnormal stance
(holds limb off the floor)

3 = Obvious lameness with
intermittent weight-bearing

3 = Obvious lameness with
intermittent weight-bearing

4 = Unable to stand

4 = Full non-weight-bearing lame | 4 = Full non-weight-bearing lame

Figura 33: Sistema de pontuacdo de grau de claudicacdo: em estagdo, passo e trote (Millis &

Levine, 2014).

Vil
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Anexo 4: Tabelas Comparativas Entre As Diversas Escalas

Escalas que avaliam apenas uma caracteristica (comportamento ou constantes

fisioldgicas).

Tabela 13: Escalas subjetivas ou unidimensionais.

SDS

(Hielm-Biorkman et al., 2003;
Hernandez-Avalos et al., 2019)

NRS

(Hernandez-Avalos et al., 2019;
Quinn et al., 2007; Vilar et al., 2016)

VAS
(Hielm-Biorkman et al., 2003;
Marshall et al., 2010; Vilar et al.,
2016; Hernandez-Avalos et al., 2019).

Predefine categorias e atribui

um valor a cada uma delas;

Linha horizontal dividida em
10 segmentos

Escala gréfica que utiliza
uma linha horizontal de 100
milimetros (mm) de

comprimento

0: sem dor; 1: nivel médio;
2: nivel moderado e 3: nivel

grave

0: auséncia de dor
10: a pior dor

0 mm: sem dor

100 mm: dor maxima

Desvantagem: Baixa
sensibilidade na detecdo de

pequenas variagoes

Vantagem: considera

diversas variaveis

Faz-se marcagéo na linha

Escalas que consideram o comportamento e as constantes fisioldgicas.

Tabela 14: Escalas objetivas ou multidimensionais - escalas de dor aguda.

Escala composta de
medic&o da dor de

Glasgow
(Holton, Pawson, Nolan, Reid, &
Scott, 2011; Hernandez-Avalos et al.,
2019)

Escala de Dor da
Universidade de

Melbourne
(Hernandez-Avalos et al., 2019)

Escala de Dor da

Universidade de Colorado
(Hernandez-Avalos et al., 2019)

Baseada no comportamento

Atribui-se um valor para
cada variavel

Escala identifica o nivel de
dor, baseando-se na postura
do animal

Inclui um questionario
estruturado com sete
categorias

Escala considera seis
variaveis

Escala representa trés
componentes: psicoldgico /
comportamental, resposta a
palpacéo e tensdo corporal

Pontuacdo de 0 a 24 (se
houver mobilidade)

Pontuacéo:
1 - 5 pontos: leve;
6 — 13: moderada;
14 — 21: grave;

Pontuacéo de 0 a 4 em cada
componente:
0: menor dor;

Vil
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Pontuacao de 0 a 20 (se nédo
houver mobilidade)

22 — 27: insuportavel

4: maior dor

Analgesia de resgate se
pontuagdo > 6 (com
mobilidade) ou > 5 (sem
mobilidade)

Disponivel para categorizar
a dor aguda e a crénica

Tabela 15: Escalas objetivas ou multidimensionais - escalas de dor crénica.

indice de HCPI CODI Instrumento de | Escala de Dor
dor em cdes | (Goldberg & Shaffran, (Goldberg & osteoartrite em . da.
Universidade
(Gaynor & A3 SERIET, 208%) caes de de Colorado
. . Hernandez-
L, 20005 Liverpool (
_ Avalos et al.,
(Epstein, 2013; 2019)
Goldberg &
Shaffran, 2015)

Questionario | Tutores descrevem o | Realizacdo de | Tutores avaliam Escala
aplicado comportamento dos uma lista de a mobilidade do identifica o
pelo tutor seus animais cinco atividades | seu cdo em 13 nivel de dor,

prejudicadas areas (5 baseando-se na
dominios gerais postura do
e 8 dominios de animal
exercicios)

Quantificaa | Indice que utilizaa | Listarealizada | Avaliagio em Escala

gravidade e soma de 11 itens pelo tutor e uma escala representa trés

0 impacto da pontuados adequada ao descritiva componentes:

dor crénica individualmente seu céo simplesde0a4 | psicoldgico/

tendo em conta uma comportament
escaladeOa4 al, resposta a
palpacgéo e
tenséo corporal
Média da Média do indice ao Posterior
| d N Pontuagéo de 0
resposta ongo de uma pontuacao a4 em cada
para quatro semana pode descritiva tendo componente:
. ltad 0: menor dor;
perguntas permitir resultados em conta a 4 maior dor

mais confidveis
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pontuadas
de0al0

dificuldade em

cada atividade

Interferéncia
da dor do
animal com
sua funcao
diéria
medida e
pela média
da
pontuacéo
de seis
guestbes em
escalade O a

10

Disponivel
para
categorizar a
dor agudae a

cronica

Anexo 5: Celulas Estaminais Hematopoiéticas, Neurais E Fetais Do Corddo Umbilical

Tabela 16: Descricdo das caracteristicas e funcionalidades das células estaminais com potencial
terapéutico que nédo sdo o foco da dissertacéo.

EH

(Braganga et al., 2010; Okazuka et

al., 2011; Kolios, & Moodley,
2013)

EN
(Silvério, Benatti, Casati, Sallum,
& Nocito, 2008; Braganca et al.,
2010; Trounson & McDonald,
2015)

ECU
(Braganga et al., 2010)

Células oligopotentes:
podem diferenciar-se em

linhagens mieloide e linfoide

Células multipotentes:
podem dar origem a
neuronios, oligodendrocitos

e astrocitos

Localizam-se sobretudo na
medula dssea e no sangue

periférico

Também ja foram
encontradas na polpa
dentaria, tecidos que

rodeiam e suportam os

dentes e na mucosa olfativa

Consoante a sua
proveniéncia, ttm o
potencial de se diferenciar

em células da linhagem
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hematopoiética e

mesenquimal

Distinguem-se pela sua
capacidade de
autorrenovacao e
diferenciacdo em varias

linhagens sanguineas

Derivadas do sistema

nervoso

Possuem grande plasticidade

Tambem participam na
regeneracdo de tecidos
periféricos, promovendo o

sistema imunoldgico

Capazes de se autorrenovar

Utilizadas no tratamento de
doencas malignas
(leucemias, linfomas,
tumores sélidos) e nao
malignas (deficiéncias
metabolicas hereditarias,
anemias e

imunodeficiéncias)

Humanos - usadas para:
- transplante alogeénico;

- doengas imunes
hereditérias ou adquiridas
(anemia de Fanconi, anemia
aplastica grave);

- doencas hematolégicas
malignas (leucemias
mieldides e linfoides,

linfomas)

Usadas para reparar o SNC
danificado, incluindo lesdes
cerebrais e da medula
espinhal sobretudo em

medicina humana

O seu potencial terapéutico
foi também confirmado em
modelos animais de
diabetes, doencas cardiacas
como enfarte do miocéardio e
doencas cerebrovasculares e
neuronais como acidente
vascular cerebral (AVC) e
doenca de Alzheimer

Anexo 6: Diferencas Celulares

Tabela 17: Diferencas entre células autologas e células alogénicas.

Células Autdlogas

Células Alogénicas

Isolamento de células de tecidos como

gordura ou medula 6ssea, principalmente

(Takemitsu, 2012)

Isolamento de células de grande parte dos

tecidos

Xl
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Expandidas e administradas no mesmo
animal (Vilar et al., 2014)

Permitido o uso de MSCs expandidas por
cultura, colhidas de um unico dador, para tratar
varios animais (Volk, Wang, & Hankenson,
2012)

Sobrevivem por mais tempo no corpo
(Quimby, 2018)

Sobrevivem por menos tempo no corpo
(Quimby, 2018)

Nao evita submissdo do animal ao

procedimento de colheita (Quimby, 2018)

Evita submisséo do animal ao procedimento de
colheita (Quimby, 2018)

N&o permite a utilizacdo de MSCs de
animais dadores 100% saudaveis
(Quimby, 2018)

Permite a utilizacdo de MSCs de animais

dadores saudaveis (Quimby, 2018)

Podem induzir respostas imunes adversas

N&o induzem respostas imunes adversas e
podem ter uma melhor poténcia, quando
colhido de certas fontes como sangue do

corddo umbilical (Gabel, Curtis, Marsala, &
Ciacci, 2017)

Piores em termos econémicos e de
facilidade de uso (Mehranfar et al., 2019)

Melhores em termos econdmicos e de
facilidade de uso (Mehranfar et al., 2019)

A morbilidade do local dador para colher
MSCs autdélogas é um ponto negativo.
Além disso, se as células forem
manipuladas apds a remocdo, ha o risco

da sua contaminacéo (Lee et al., 2019)

Risco, embora baixo, de rejeicdo imunoldgica,
possibilidade de formacdo de tumores e
possivel transmissdo de doengas (Gabel et al.,
2017; Lee et al. 2019)

Xl
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Anexo 7: Aprovagio Pela Comissdo De Etica Da Universidade Lusofona De

Humanidades E Tecnologias (ULHT).

UNIVERSIDADE LUSOFONA

de Humanic s ¢ Tecnologia

§
4

Anexo 4 - Apreciacio da CEBEA-ULHT
Lisboa, 18 de Novembro de 2021
Exma. Angela Martins,

A Comissdo de Ftica e Bem Estar Animal da Universidade Luséfona de
Humanidades ¢ Tecnologias, vem por este meio informar, que o projecto intitulado
“Terapéutica de células estaminais na osteoartrite grave em ces”, com o processo n’

107-2021 foi considerado aprovado.

Esta aprovagdo ¢ vilida por um ano e pode ser usada para efeitos de publicagio. Caso
o projecto tenha uma duraglio superior a um ano, devera ser requisitada renovagdo &

CEBEA-ULHT.

Assinado por . RUI PEDRO BRAS MARTINS FAISCA

Num. de identficacho: 10742985

Dt 20201118 19:42:43+0000 A do por - Raquel Estévio de Mat
Num, de identificacho: 8112115694
Data: 20201118 1&27:19+0000

CARTAO DE CIDADAD
UL FEUry e Raquel Estéviio de Matos
Coordenador CEBEA-ULHT Secretiria CEBEA-ULHT

Figura 34: Documento de aprovacdo pela comissdo de ética da Universidade Luséfona de
Humanidades e Tecnologias (ULHT).

Xl
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Anexo 8: Termo De Consentimento Dos Tutores.

n

Termo de consentimento

Lutor

MHome:
Mimero de identificacdo:
Nome do Ammal:

Raga:

Idade:

Espécie:
o Gato
o Cdo
o Cutro

Género:
o Masculino
o Femining

Eu, , tutor do doente acima
descrito ou legalments responsavel pelo mesme, autorizo a administracdo
de c&lulas estaminziz no 3mbitc de medicina regenerativa, segundo

protocolo prescrito pelo medico veterinario.

Declare ter sido informado, de forma clara e objetiva, de todo o
procedimento inerente, possiveis reagdes adversas e efeitos secundarios,
nomeadamente reacio anafilatica.

Comprometo-me, ainda, 20 pagamento prévie das células estaminzis, de
forma = permitir 2 sua encomends & preparagio’.

Desta forma, assino o presente termo de consentimento, de acordo com o
meu documento de identificacdo.

e
O Tutor

Figura 35: Documento representativo do consentimento dos tutores.

XV
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Anexo 9: Grau De Osteofitose

Tabela 18: Classificacéo do grau de osteofitose (Adaptado de Murphy et al., 2003).

Presenca de ostedfitos

0 Nenhuma (ou auséncia de oste6fitos)

1 Cartilagem/tecido conjuntivo (ou
possivel presenca de ostedfitos)

ostedfitos)

2 Maioritariamente cartilagem/Alguma
formac&o Gssea (ou presenca de

3 Maioritariamente formacao dssea (ou
presenca de osteofitos graves)

Anexo 10: Escala De Condicao Corporal.

ESCORE DE CONDICAO CORPORAL

0 cdo esta no peso ideal?

CAES

m + Costelas, coluna lombar, m * Costelas, coluna lombar e !l | ¢ 2
< s ossos pélvicos facilmente
oss0s pélvicos e todas el

proeminéncias ésseas e i el
facilmente visiveis & disténcia.
- . X * Algumas proem néncias
sseas s

Nio se nota gordura corporal. sihghviers
* Perda evidente de massa il "‘:'a s
/ muscular. ! ciar
¢ ¢ ¢ '

ROYAL kNIN

* Costelas facilmente palpéveis
e podem ser visiveis sem
gordura palpével.

« Apéfise da coluna lombar
visivel, ossos pélvicos se
tornam proeminentes.

+ Cintura e reentrancia
abdominal evidentes.

IDEAL ACIMA DO PESO IDEAL

m + Costelas facilmente palpéveis m * Contelas palplvela seri
. < : - & camada de gordura em ) 2

com minima camada de
excesso.

* Cintura facilmente notada .
cintura pode ser observada

/%’ gordura. /%‘ 5 Quando vista por cima, a /%'
£ quando vista por cima.
; { * Reentrncia abdominal Sirin das costains.
4 ! ) + Abdémen recolhido quando
Svideous F visto de lado.
¢ = ¢ ¢ 4
L | ¢

* Costelas palpéveis com leve
excesso de camada de
gordura.

« Cintura evidente quando vista
de cima mas no é
proeminente.

« Reentrancia abdominal
aparente.

SOBREPESO OBESO

72
* Costelas palpiveis mas « Costelas nio palpaveis sob
com dificuldades, camada espessa camada de gordura ou
b\ de gordura espessa. < N palpiveis apenas se uma pressio . ¥
Depésitos de gordura na tiva é feita.

3 signi
regido lombar e base da + Depésitos espessos de gordura
cauda. l na regiao lombar e base da cauda. k

* Cintura ausente ou quase | * Auséncia de cintura e reentrancia |
J imperceptivel. J abdominal. J/
> * Reentrancia abdominal * Distensao abdominal evidente »
L L / pode estar ausente. [: ! pode estar presente. L y

* Grandes depésitos de gordura
no térax, coluna vertebral e
base da cauda.

* Auséncia de cintura e
reentrancia abdominal.

* Depésitos de gordura no
pescoco e membros.
« Distensdo abdominal evidente.

N i

Figura 36: Imagem representativa da escala de condigéo corporal utilizada.
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Anexo 11: Exemplo De Anélise Microbiologico Das Células Estaminais

Hemocultura, Exame Microbiologico
Localizagdo
Ex. Cultural
Resultado:
Observacdes:

MICROBIOLOGIA

Meio de cultura

Negativo em Aerobiose e Anaerobiose
Negativo para fungos aos 5 dias de incubacéo.

Figura 37: Exemplo de analise microbioldgico das células estaminais.

Anexo 12: Tabelas De ldentificagcdo Dos Casos

Tabela 19: Tabela dos casos com variaveis categorizadas.

General Lal

Laboratorio de Analises Clinicas

Pag. 111

HSTORICO

ID do Idade Peso Vivo Condicao Género Raca Localizagdo da
Animal Corporal (1a9) Lesdo
1 1 1 1 1 1 1
2 0 0 0 1 1 0
3 0 1 1 0 1 0
4 1 0 0 1 0 1
5 1 0 0 1 0 0
6 1 0 0 1 1 0
7 1 1 1 1 1 0
8 0 1 1 0 1 0

Tabela 20: Legenda da categorizacdo da variavel “Idade”.
Idade (anos)
<7 0
>7 1
Tabela 21: Legenda da categorizago da variavel “Peso Vivo”.
Peso Vivo (kg)
<35 0
>35 1
Tabela 22: Legenda da categorizago da variavel “Condigdo Corporal”.
Condicéo Corporal
<3 0
>3 1
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Tabela 23: Legenda da categorizagdo da variavel “Género”.

Género
Masculino 0
Feminino 1
Tabela 24: Legenda da categorizagio da variavel “Raga”.
Raca
Sem Raca Definida 0
Com Raca Definida 1

Tabela 25: Legenda da categorizagdo da variavel “Localizagdo da Lesdo”.

Localizacdo da lesdo

Articulacdo coxofemoral

Acrticulacdo femuro-tibio-patelar

Tabela 26: Tabela das escalas de dor e de claudicacéo a entrada e a saida dos casos em estudo.

ID do C!assifica(;éo - Clas_sificagéo
; Escala de Dor final da dor Escala de Claudicagao final da
Al claudicacéo
Ultima Ultima
Entrada | consulta de Entrada | consulta de
seguimento seguimento
1 9 3 1 5 3 1
2 9 1 0 5 0 0
3 9 0 0 5 0 0
4 9 7 2 5 3 1
5 9 4 1 5 3 1
6 9 0 0 5 1 0
7 9 0 0 5 1 0
8 9 5 1 5 2 1
Tabela 27: Legenda da categorizacdo da Classificacdo final da dor.
Classificacao final da dor
Dor ligeira 0
Dor moderada 1
Dor grave 2
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Tabela 28: Legenda da categorizacdo da Classificaco final da claudicacg&o.

Classificacdo final da dor

Claudicacéo ligeira 0
Claudicacdo moderada 1
Claudicacéo grave 2

Tabela 29: Tabela com as medi¢cGes do ROM em flexdo e extensdo ao longo do tempo dos casos em

estudo.
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Tabela 30: Tabela com as medi¢des da Massa Muscular ao longo do tempo dos casos em estudo.
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ID do
Animal

Anexo 13: Tabela De Identificacdo Dos Animais Incluidos No Estudo

Tabela 31: Identificacdo dos animais incluidos no estudo.

Identificagdo do Animal

[= =TI - R B O I K ]

Genero

Fémea
Fémea
Macho
Fémea
Fémea
Fémea
Fémea
Machao

Idade

8 anos
2 anos
6 Anos
18 Anos
17 Anos
12 Anos
8 anos
5anos

Raca

Boiadeiro de Berna
Pastor Belga
Pastor dos Pirinéus
SRD
SRD
Pastor Alemdo
Labrador
Pastor Alemdo

Peso

43,00 Kg
35,00 Kg
55,500 Kg
15Kg
17,000 Kg
34,00 Kg
39,00 Kg
46,5 Kg

Condigdo Corporal (1 a9)

0 0 Wnownown o Wb fa

Localizagdo da lesdo

Articulacao femuro-tibio-patelar
Articulacdo coxofemaral
Articulagdo coxofemoral

Articulacdo femuro-tibio-patelar
Articulacdo coxofemaral
Articulagdo coxofemoral
Articulagdo coxofemoral
Articulacdo coxofemaral
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